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ABSTRACT  
 
Flavobacterium are a group of Gram negative bacteria that significantly affect fish 
production, causing great economic damage. The best known etiological agent 
within this group is Flavobacterium psychrophilum, pathogenic to several species 
including the most important Atlantic salmon (Salmon salar) and rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss), mainly affecting young fish and fry, causing mortalities of 
50 To 90%. Flavobacterium psychrophilum has a clinical manifestation of 2 types, 
the first characterized by musculo-cutaneous lesions that received several names 
called "Cold Water Disease" (CWD), and the second of a systemic type known as 
"Rainbow trout fry syndrome "(RTFS). 
In Mexico the RTFS has not been officially or scientifically reported, however; It is 
suggested the presence of this pathogen in farms of the State of Mexico and 
Michoacán when an increase in the cases of sanitary contingency, whose clinical 
manifestation corresponds to a septicemic infection diagnosed in the aquacultural 
health department of CIESA-FMVZ-UAEMex. Of these cases, 13 isolates with a 
phenotypic and biochemical profile similar to the pathogenic group known as 
Flavobacterium spp. However with the use of conventional PCR, it was determined 
that only 8 of the 13 isolates correspond to the psychophilum species. Genetic 
characterization of the gene for the gyrase subunit B (gyrB) by RFLP-PCR of the 
isolates found the B genotypes in all isolates, as well as the S and R genotype. It 
was determined that both lineage I and the II (predominant) with the study of the 
16S rRNA gene. Serologically two of the isolates showed positive response when 
crossing with antisera specific for Chilean strains and strain type. In addition to 
that, the isolate 001 showed productivity of the disease in laboratory conditions, 
showing the signology corresponding to the RFTS. With the above it is shown that 
the RFTS is present in central Mexican farms and that there is genetic variability 
even though the isolates come from a narrow geographical area. 
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RESUMEN  
Las Flavobacterias son un grupo de bacterias Gram negativas que afectan de manera 
importante a peces de producción, causando grandes estragos económicos. Siendo el 
agente etiológico más conocido  dentro de este grupo Flavobacterium psychrophilum, 
patogénico para varias especies entre ellas las más importantes Salmón del atlántico 
(Salmon salar) y trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), afectando  principalmente a 
alevines y peces juveniles, causando mortalidades de entre 50 a 90%. F. psychrophilum 
tiene manifestación clínica de 2 tipos la primera caracterizada por lesiones musculo-
cutáneas que ha recibido varias denominaciones la más sonada   “Enfermedad del agua 
Fría” (CWD), y la segunda de tipo sistémico conocido como “Síndrome del Alevín de la 
trucha arcoíris” (RTFS). 
En México el RTFS no ha sido reportado de manera oficial o científica, sin embargo; se 
sugiere la presencia de este patógeno en granjas del Estado de México y Michoacán   al 
encontrarse un incremento en los casos  de contingencia sanitaria, cuya manifestación 
clínica corresponde a una infección septicémica diagnosticada en el departamento de 
sanidad acuícola del CIESA-FMVZ-UAEMex. De dichos casos se han obtenido 13 
aislados con perfil fenotípico y bioquímico similar al grupo patogénico conocido como 
Flavobacterium spp. Sin embargo con la utilización de PCR convencional se determinó 
que solo 8 de los 13 aislados de flavobacterias  corresponden a la especie  psycrophilum. 
A partir de caracterización genética del gen de la girasa subunidad B (gyrB)   por RFLP-
PCR de los aislados se encontraron presentes los genotipos B en todos los aislados, así 
como el genotipo S y R. Se determinó que están presentes tanto el linaje I y el II 
(predominante)  con el estudio del gen 16S ARNr. Serológicamente 2 de los aislados 
mostraron  respuesta positiva al cruzar con antisueros específicos para cepas chilenas y 
la cepa tipo. Además de que el aislado 001 manifestó reproductividad de la enfermedad 
en condiciones de laboratorio, mostrando la signología correspondiente al RFTS. Con lo 
anterior se demuestra que el RFTS está presente en granjas trutícolas del centro de 
México y que existe variabilidad genética a pesar de que los aislados provienen de una 
zona geográfica estrecha. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
En los últimos años, la acuacultura ha tenido un repunte importante a nivel 
nacional e internacional. A nivel mundial la acuacultura es la segunda actividad 
agropecuaria con mayor movimiento; asimismo, después del arroz, los productos 
forestales, la leche y el trigo, los peces son el quinto producto agrícola más 
importante y es el mayor recurso de proteína de origen animal disponible para la 
población humana. 
El potencial de la acuacultura en México es grande, ya que se cuenta con los 
recursos necesarios, además de que existe una gran oportunidad de mercado 
pues en el territorio nacional solo se explotan 12 de las 600 especies acuáticas 
que se cultivan en el mundo (CONAPESCA). A la fecha, el consumo per cápita en 
México es de 10.5 kg de pescado al año (2012) comparado con los 8.3 kg en 
promedio que se consumían en 2002 (SAGARPA), lo cual hace que la acuacultura 
en el país pueda ser una empresa rentable, tanto para las personas que se 
dedican a la explotación de las especies cultivables, como de aquellos que se 
dedican de manera profesional a la investigación a favor de este sector. 
Sin embargo debido a que la acuacultura industrial alrededor del mundo se ha 
intensificado y diversificado, es natural que en especies cultivables aparezcan 
agentes infecciosos con mayor frecuencia, y por tanto enfermedades, debido a las 
condiciones en las que se crían, el tiempo de crecimiento y el constante 
intercambio de especímenes entre granjas y áreas de producción. 
Las enfermedades a nivel mundial constituyen un grave problema para el 
desarrollo y sostenimiento de la acuacultura ya que son una limitante en la 
producción acuícola apareciendo en forma esporádica y algunas otras de forma 
periódica. Existen enfermedades que pueden manifestarse en forma asintomática 
sin ocasionar daños visibles o, bien desarrollar el cuadro clínico típico de 
enfermedad, siguiendo un curso crónico o desapareciendo en su totalidad. 
Asimismo, existen enfermedades con características muy específicas, fáciles de 
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identificar, mientras que otras se presentan de una manera inespecífica lo cual 
hace que su diagnóstico sea complicado, e incluso muchas veces tiende a 
confundirse con otros agentes, lo que complica el diagnostico, el control, y 
tratamiento, lo que se ve reflejado en la disminución de la rentabilidad del cultivo. 
La principal acción que debe realizarse para evitar enfermedades es la 
prevención, para lo cual se requiere conocer los puntos críticos y los factores de 
riesgo que genera cada uno de los agentes infecciosos en los sistemas de 
producción de manera profunda y específica. En el mundo de la piscicultura se 
emplean estrategias que van desde las más sencillas hasta el empleo de técnicas 
nuevas que garanticen que conocemos el espécimen en cuestión y que lo 
diferencien de otros para eficientizar el tratamiento y controlar la diseminación de 
la enfermedad. 
En peces las enfermedades pueden ser de distinta etiología: bacterianas, virales, 
micóticas, parasitarias, relacionadas con el estado nutritivo, neoplasias y hasta 
enfermedades congénitas, en donde la signología clínica puede ser indistinta y 
otras cuya manifestación clínica puede ser característica; sin embargo siempre se 
requiere la confirmación del agente involucrado como causa del proceso de 
enfermedad. 
Dentro de las enfermedades bacterianas que afectan a los peces se encuentran 
algunas como la Furunculosis producida por Aeromona salmonicida, Septicemia 
hemorrágica producida por Aeromonas sp. y Pseudomonas sp., Enfermedad 
Bacteriana del Riñon producida por Renibacterium salmoninarum , La Septicemia 
entérica del bagre cuyo patógeno es Edwardsiella ictaluri, Septicemias 
estreptocócicas producidas por bacterias del genero Streptococcus como 
Estreptococo agalactiae y Estreptococo iniae entre otros; enfermedad de la boca 
roja que la provoca Yersinia ruckeri y la Flavobacteriosis, siendo esta última una 
de las de mayor importancia económica y que son un grupo de bacterias 
psicotrópicas que tienen predilección por peces salmónidos. 
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Morfológicamente, las flavobacterias son bacilos filamentosos Gram negativos que 
provocan enfermedades como son enfermedad de las branquias (F. 
branchophilum), enfermedad de la columna (F. columnare), y enfermedad de las 
aguas frías o síndrome del alevín de la trucha (F. psycrophilum), siendo esta 
última las más sobresaliente debido a las manifestaciones clínicas severas y altas 
mortalidades que presentan. 
Flavobacterium psycrophilum es el responsable de una enfermedad por cuya 
manifestación clínica se le han dado varias sinonimias. En su presentación típica 
que afecta a peces tanto jóvenes como adultos se le conoce como Enfermedad 
Bacteriana de las aguas frías, enfermedad de las aguas frías, y enfermedad del 
pedúnculo. Y en su presentación sistémica se le conoce como el Síndrome del 
alevín de la trucha arcoíris por afectar peces recientemente eclosionados (León et 
al., 2008; Staliper., 2011; Valdebenito et al., 2009; Cipriano et al., 2005). 
Si bien en México se ha sugerido la presencia de alguna de estas patologías o de 
estos agentes en peces, a la fecha no existen reportes oficiales o científicos que lo 
constaten. En los últimos dos años en crías de trucha arcoíris del centro del país 
se han estado manifestando casos clínicos sugestivos de RTFS, los cuales han 
sido remitidos al área de sanidad acuícola del Centro de Investigación y Estudios 
Avanzados en Salud animal (CIESA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y 
Zootecnia (FMVZ) de la UAEMex, En el presente trabajo se realizó un estudio que 
confirma la presencia de Flavobacterium psychrophilum como causa de RTFS en 
crías de trucha arcoíris; se describe la presentación clínica de la enfermedad, las 
características patológicas de la misma y de las características morfológicas, 
bioquímicas y moleculares del agente. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA  
2.1  Antecedentes 
En el mundo de la piscicultura las bacterias Gram negativas son las principales 
causantes de enfermedades bacterianas en salmónidos; siendo  Flavobacterium  
el  grupo  patológico de mayor importancia (León et al., 2008),  representado por 
tres  agentes etiológicos que causan  enfermedades bacterianas de importancia 
en la producción de  peces de consumo, siendo Flavobacterium columnare, 
causante de la enfermedad de la columna, Flavobacterium branchiophilum 
causante de la enfermedad de las branquias y Flavobacterium psychrophilum 
agente etiológico del síndrome del alevín de la trucha ( Loch et.al., 2013). 
Las bacterias del grupo Flavobacterium especie psycrophilum, son  Gram-
negativas, de entre 0,2 a 0,75 micras de diámetro por 1.5 a 7.5 micras de longitud 
(Bernardet et al., 1989) filamentosas, pertenecientes al género Bacteroidetes 
(Avendaño et al., 2014) y que  anteriormente eran  conocidas como Cytophaga 
psychrophila y Flexibacter psychrophilus. (Staliper, 2011; León et al., 2008). 
Flavobacterium psychrophilum  es el agente causal de  una de patología de 
manifestación clínica severa en especímenes jóvenes y raramente en  adultos,  
que ha recibido diferentes  denominaciones, siendo las más comunes: 
“enfermedad del pedúnculo”, “enfermedad del agua fría” (CWD), “enfermedad 
bacteriana del agua fría” (BCWD) (León et al., 2008; Staliper., 2011; Valdebenito 
et al., 2009), “enfermedad de la temperatura baja” (Cipriano et al., 2005), también 
es el responsable de la enfermedad conocida como síndrome del alevín de la 
trucha arcoíris (RTFS).  
El síndrome del Alevín de la trucha  es caracterizado por un cuadro septicémico de 
leve a severo en alevines y  jóvenes de talla pequeña, que a diferencia de la 
enfermedad del agua fría la cual tiene manifestaciones cutáneo musculares, este 
padecimiento es todo un conjunto de anormalidades internas principalmente 
esplenomegalia, y anemia generalizada (Lorenzen et al., 1997), se produce 
predominantemente a temperaturas menores de 16°C, siendo más patógena a 
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menos de 10°c (Staliper et al., 2011). Además de la temperatura del agua existen 
otros factores ambientales desencadenantes como la irradiación solar directa a los 
alevines muy jóvenes, el estrés, la superpoblación y otros factores inherentes al 
pez (talla, estado inmunológico) que pueden condicionar la aparición y/o desarrollo 
de la enfermedad (León et al., 2008).  
 En países Sudamericanos, como Chile tiene una tasa de  mortalidad del 5% a 
70% en alevines (Avendaño et al., 2014). 
 
2.2 Distribución mundial 
F. psycrophilum fue aislado por primera vez en el noroeste de Estados Unidos en 
1941, de especímenes  de trucha con lesiones ulcerativas en el pedúnculo (Davis, 
1946). En 1948 se recupera la bacteria de salmones Coho (Oncorhynchus kisutch 
) y se le da la sinonimia de la enfermedad del agua fría al observarse que solo 
aparecía a temperaturas del agua entre 4°C y 10 °C, (Borg, 1948) dicho hallazgo 
se realizó en Washington; los reportes posteriores hasta mediados de los años 80 
se realizaron en Estados Unidos por lo  cual se creía que estaba solo distribuido 
en el norte del continente Americano, en la actualidad se sabe que la bacteria está 
ampliamente diseminada a través del mundo.  
En la trucha arcoíris se tienen reportes de RTFS en Australia, Canadá, Chile 
(Valdebenito et al., 2009), Dinamarca (Lorenzen et al., 1991), Finlandia (Wiklund et 
al., 1994),, Francia (Bernardet et al., 1989), Alemania (Weis, 1987), Japón 
(Wakabayashi et al., 1991), Italia (Sarti et al., 1992), Irlanda, Perú (León et al., 
2008), Escocia, España (Toranzo et al., 1993), Suecia, Suiza, Turkia, Reino Unido 
( Santos et al., 1992)  y Estados Unidos (Staliper.2011, Lonnstrom et al.,  2008, 
Cipriano et al., 2005, Bernardet et al., 1989).  
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2.3 Hospederos. 
La mayoría de los peces salmónidos criados en cautiverio tienen algún grado de 
susceptibilidad de infectarse con F. Psycrophilum. La trucha arcoíris (O. mykiss) y 
el salmón Coho (Oncorhynchus kisutch) son particularmente susceptibles a la 
infección (Barnes et al., 2011). Sin embargo; la bacteria se ha recuperado de otras 
especies en menor escala donde no ha sido asociado a enfermedad clínica 
(Cipriano et al., 2005), tal es el caso de las  anguilas (Anguilla anguila), carpa 
común, pez dorado (Carassius carassius), tenca (Lehmann et al., 1991) y ayu 
(Wakabayashi et al., 1992). Existe concordancia entre los autores de que este 
patógeno no tiene un huésped  especifico, y aunque no en todos son capaces de 
reproducir la enfermedad, mantienen un activo rol como portadores  y 
diseminadores (Lonnstrom et al.,  2008). 
Aunque  los peces se ven afectados en todas las edades, los pequeños peces 
(alevines 0.2 a 2g) son particularmente vulnerables a las infecciones resultando en 
un 50% a 70% de mortalidad de estos. (Valdebenito et al.,  2009); los  peces de 
mayor tamaño  que suelen  ser afectados presentan  mortalidades  menores 
(Dalsgard et al., 1993).  Los brotes más graves de la enfermedad del síndrome del 
alevín de la trucha  se producen en alevines que aún no han reabsorbido el saco 
vitelino y por lo tanto no se alimentan mediante alimento sólido (Holt et al., 1989;  
León et al., 2008), generalmente de alrededor de 6-7 semanas luego de iniciada la 
primera alimentación, aunque también se describen brotes más tardíos (Lorenzen 
et al., 1991). 
 
2.4 Transmisión  
Actualmente el hábitat de la bacteria es desconocido, suponiéndose que sería la 
superficie de los peces o aguas con alto contenido de materia orgánica, 
considerándose una bacteria ubiquitaria (Holt et al., 1993) es decir puede 
encontrarse en varias partes. Se ha demostrado que el principal  reservorio natural 
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de F. psychophilum es el agua de los ríos y lagos, existe evidencia de que la 
bacteria puede sobrevivir  en el agua x lo menos 300 días conservando su 
virulencia (Madetoja et al., 2000). Otro reservorio son los peces, detectándose 
células de F. psychrophilum adheridas a la piel y branquias de los salmónidos 
(Madetoja et al., 2002).  
Flavobacterium psychrofilum es transmitido por la vía horizontal, a través del agua 
que es un medio viable en donde se pueden mover las bacterias ya que se ha 
demostrado en condiciones de laboratorio que sobrevive por periodos largos en 
agua dulce estéril sin añadir ningún tipo de nutriente (Madetoja et al., 2002). Los 
reservorios incluyen el agua, peces muertos, peces patógeno-portadores, peces 
infectados y fómites utilizados en los cultivos. Este patógeno tiene una gran 
capacidad para adaptarse a una amplia variedad de entornos, y no sólo 
sobreviven, sino que también mantiene su patogenicidad. (Staliper. 2011). 
Referente a la vía vertical, se sabe que la bacteria pudiera  ser transmitido de 
forma sexual a través de las hembras reproductoras  ya que la bacteria se ha 
aislado de  fluidos ováricos y de la superficie mucosa de los huevos (Vatsos et al., 
2006). Aunque hasta ahora, la vía de transmisión de F. psychrophilum no está 
totalmente clara, investigadores como Rangdale et al., 1996; Brown et al., 1997; 
Ekman et al., 1999 defienden la hipótesis de transmisión vertical, otros no 
concuerdan con tal aseveración ya que no han podido detectar el traspaso de F. 
psychrophilum desde progenitores a progenies ( Kumagai et al., 1998; Madsen et 
al., 2005; Vatsos et al., 2006)  
 
2.5 Patogenicidad 
Existe poca información acerca de los mecanismos de virulencia de F. 
psychrophilum debido a la complejidad de estos organismos. Los mecanismos de 
patogenicidad aún no han sido discernidos en su totalidad;  sin embargo se sabe 
que la  virulencia de los diferentes aislados de F. psychrophilum puede variar 
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enormemente (Holt et al., 1993; Madsen y Dalsgaard, 2000; Nematollahi et al., 
2003), dependiendo de la cepa de estudio. 
Las  proteasas, exotoxinas, endotoxinas y adhesinas se consideran los principales 
factores de patogenicidad  de esta bacteria (Dalsgaard, 1993; Bertolini et al., 1994; 
Secades et al., 2001). Las proteasas extracelulares contribuyen a la 
patogenicidad, ya que se ha demostrado que producen diferentes enzimas 
proteolíticas capaces de degradar gelatina, caseína, tirosina, elastina, fibrinógeno, 
colágeno y extracto de músculo que podrían causar lesiones en los tejidos o 
incrementar la capacidad invasiva de las cepas (León et al., 2009). 
Dalsgaard (1993) demostró que F. psychrophilum es activamente proteolítico sin 
embargo fue hasta que Duchaud et al., 2007 secuenciaron el genoma completo de 
F. psychrophilum  cuando se describió que esta bacteria codifica para 13 
proteasas putativas de secreción probablemente implicadas en la destrucción de 
los tejidos del hospedero. 
 
Se han descrito la presencia de varias metaloproteasas en la composición 
bioquímica de F. psycrhophilum entre ellas  la denominada como Fpp1, esta 
proteasa hidroliza gelatina, laminina fibronectina, fibrinógeno, colágeno tipo IV, y, 
en menor grado colágeno tipo I y II (Secades et al., 2001)  se ha determinado que 
también degrada actina y miosina, elementos básicos del sistema muscular de los 
peces. 
 
Otra de las metalotroteasas  más importantes es la descrita por Secades et al., 
2003,  Fpp2, la cual tiene una masa molecular estimada de 62kDa con el ión calcio 
unido a la molécula, el cual juega un rol importante en la termoestabilidad de la 
enzima. Su actividad proteolítica prevalece  teniendo un  pH 6,0-7,0  con 
temperaturas de  24ºC, siendo inactiva a temperaturas por sobre los 42ºC. Esta  
enzima es capaz de hidrolizar la matriz extracelular y proteínas musculares, lo que 
explica el daño musculo-cutáneo  presentado en algunos casos.  
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Otro grupo de investigadores  (Bertolini et al. 1994) encontraron  que 
adicionalmente a las metaloproteasas  F. psychrophilum produjo 2 proteasas 
bacterianas (114 y 152kDa), las que degradan  caseína y gelatina, y otras ocho 
proteasas (32 a 86kDa), que degradan  gelatina no siendo funcional para la 
caseína.  
 
Un importante  factor de virulencia son las toxinas citolíticas tal como las 
hemolisinas bacterianas. Se sugirió que la principal causa de  la anemia 
desarrollada por alevines de truchas arcoíris infectados con F. psychrophilum se 
debió en cierto grado a la capacidad que tiene esta bacteria de lisar y aglutinar 
parcialmente los eritrocitos de truchas arcoíris (Lorenzen et al., 1994), siendo esto 
corroborado años más tarde (Lorenzen et al., 1997). 
  
Grupos científicos (MacLean et al., 2001) han considerado varias moléculas de la 
superficie de F. psychrophilum, incluyendo lipopolisacáridos (LPS) y antígeno O, 
como potenciales candidatos para generar  vacunas y/o como macromoléculas 
para el diagnóstico debido a la  implicación  en su patogénesis. 
Además de las toxinas bacterianas, exoenzimas y macromoléculas asociadas a 
membrana externa, componentes asociados con la adhesión como lo son fimbrias, 
pili, cápsula y capa superficial,  también deben ser consideradas como importantes 
factores de virulencia (Dalsgaard et al., 1993; Rangdale, 1995).  Se han 
identificado en el genoma de F. psychrophilum 27 genes involucrados en la 
adhesión bacteriana (Duchaud et al. 2007). Sin embargo; la adherencia de las 
bacterias depende en gran medida de la cepa bacteriana en relación a la  
temperatura en la que se encuentre, por ello es común encontrar cepas muy 
patógenas en temperaturas que oscilan los 12°C. (Nematollahi et al., 2003) 
 
Todos los elementos anteriores en conjunto generan  los signos clínicos de la 
enfermedad asociados con RTFS que pueden ser  variados y extensos, los signos 
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iniciales incluyen apatía, pérdida de apetito que lleva a  la caquexia crónica, y 
puntas de las aletas erosionadas  son los signos iniciales (Barnes et al., 2011). 
 
La enfermedad que genera Flavobacterium psycrophilum se presenta en 2  formas 
claramente diferenciables: La presentación típica,  considerada de mayor 
prevalencia que la cual produce lesiones abiertas características en las superficies 
externas del cuerpo de los peces, en la que en casos severos, las lesiones son 
muy impactantes, pudiéndose observar como la exposición total de la columna 
vertebral de la zona caudal o del pedúnculo y la desaparición total de la aleta 
dorsal, (Staliper et al., 2011; Cipriano et al., 2005) lesión comúnmente denominada 
erosión tipo silla de montar o de montura. Estas Las lesiones también se pueden 
observar en los laterales, en la región mandibular y la musculatura a menudo entre 
la aleta dorsal y la cabeza. En las zonas de colonización bacteriana  pueden 
aparecer, áreas blancas  débiles en las aletas, algunos peces muestran  
separación de las radios de la aleta (Cipriano  et al., 2005). 
La otra forma de presentación es de tipo sistémico, caracterizada por una 
desarrollada septicemia en conjunción con una amplia patología interna, 
incluyendo riñones e hígados anémicos y pálidos; letargo, ascitis, exoftalmia (a 
menudo bilateral), pigmentación oscura de la piel y branquias pálidas (Barnes et 
al., 2011). Que en conjunto son signos  característicos del Síndrome del  alevín de 
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Staliper, 2011). Los exámenes 
histológicos muestran extenso daño  en los tejidos del huésped, incluyendo: 
necrosis focal en el bazo, el hígado, y los riñones; aumento de la degeneración 
vacuolar; aumento de  eosinofília  y hemosiderina en el riñón; necrosis, pinocitosis 
e  infiltración de linfocitos en la dermis y musculatura (Staliper, 2011) (Barnes et 
al., 2011). 
Las infecciones secundarias favorecidas por F. psycrophilum son muy comunes en 
la trucha arco iris una de ellas es la  bacteria Gram-negativa Yersinia ruckeri, 
agente causal de la enfermedad de la boca roja. Hay otras co-infecciones de F. 
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psychrophilum con virus, por ejemplo el virus de la Necrosis pancreática 
infecciosa, el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa, y  el virus del 
síndrome de cuerpos de Inclusión Eritrocítica (Staliper, 2011). 
 
2.6 Diagnóstico. 
La identificación de F. psychrophilum así como el diagnóstico de la enfermedad 
que causa  este patógeno son tradicionalmente basados en los signos clínicos, sin 
embargo esto no suele ser suficiente debido a la especificidad de la manifestación 
clínica, además se han reportado  asociaciones con enfermedades no bacterianas 
tales como la saprolegniosis y el IPNV (virus de la necrosis pancreática infecciosa 
(Wiklund et al., 2000)   que dificulta o imposibilita  el diagnóstico de la enfermedad 
en los laboratorios.   
Por ello el paso siguiente en el diagnóstico es  el aislamiento de la bacteria en 
medios de cultivo de tipo oligotrófico es decir bajos en nutrientes  (Bernardet et al., 
1996). El más común es el agar cytophaga mejor conocido como Anacker y Ordall 
(A&O) (Anacker y Ordall, 1959) y sus modificaciones propuestas posteriormente 
como el denominado Anacker y Ordall modificado (MAO) (Cipriano y Teska, 1994) 
y el agar Triptona Extracto de Levadura y sales (TYES) (Holt et al., 1993) que 
tienen como principales componentes: triptona, extracto de levadura, extracto de 
sodio, extracto de carne. Sin embargo se ha observado que el crecimiento 
bacteriano en estos medios es lento (de 72 a 120 hrs), por lo cual varios autores 
han optado por la suplementación del medio con carbohidratos y leche 
descremada lo cual permite un crecimiento más rápido y con mayor biomasa 
(Dalskalov et al., 1999). 
 La temperatura es de importancia en el crecimiento bacteriano aunque se ha 
reportado crecimiento entre los 4 a 23 °C (Bernardet y Keroault, 1989), la 
temperatura optima estándar necesaria para conservar la virulencia de las cepas  
es de 15 a 18 °C (Bernardet et al., 1996), teniendo como resultado la presencia de 
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colonias circulares, convexas y de márgenes irregulares con coloraciones que van 
de amarillo a un anaranjado brillante (Bernardet y Keroault, 1989).  
Una vez obtenido el aislado de F psycrophilum, la identificación tarda por lo menos 
5 días, ya que se recurre comúnmente a la  identificación  bioquímica  que se basa 
en distintas técnicas básicas como son la: presencia de pigmentos de tipo 
flexirubina; absorción de rojo Congo; crecimiento anaeróbico; presencia de la 
citocromo oxidasa y catalasa; capacidad para reducir nitratos y para producir 
sulfuro de hidrógeno; presencia de B-galactosidasa; hidrólisis de la celulosa, 
carboximetilcelulosa, quitina, almidón, esculina y agar; hidrólisis de la gelatina , 
caseína, y tirosina; presencia de arginina dihidrolasa y de lisina y ornitina 
descarboxilasas ; hidrólisis de tributirina, lecitina, y Tween 20 y 80; actividad 
enzimática,  concentración de NaCl y ph (Bernardet et al.,1989), que se realizan 
de manera convencional a través de la preparación de los distintos medios 
necesarios o de sistemas comerciales miniaturizados (APY ZYM) (Bernardet y 
Grimont, 1989) sistema no muy recomendado como única herramienta de 
diagnóstico, ya que algunas especies filogenéticamente relacionadas presentan 
perfiles enzimáticos similares, detectando solo pequeñas diferencias en la 
intensidad de la reacción que pueden pasar inadvertidas por el laboratorista a 
cargo  generando diagnósticos erróneos.  
Además del perfil bioquímico antes descrito la identificación de F. psychrophilum 
debe ser complementada por las pruebas de presencia de pigmentos de tipo 
flexirrubina, la incapacidad de absorber rojo congo, la degradación de esculina,  y 
la tolerancia a concentraciones sobre 1.5% de Cloruro de sodio.  (Bernardet y 
Grimont, 1989;  Bernardet et al., 1989).  
No obstante la identificación basada en características morfológicas y bioquímicas 
se consideran primarias, un tanto obsoletas además de tardadas e inespecíficas 
por lo cual se han implementado  técnicas con mayor sensibilidad  para posibilitar 
el diagnóstico exacto y temprano de este agente.  
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Dichos métodos complementarios pueden ser los basados en propiedades 
serológicas como la técnica de ELISA (Rangdale, 1995) que es una aplicación 
básica usada para analizar antígenos solubles (Hornbeck, 1991). Esta técnica 
presenta varias ventajas como  el procesamiento simultáneo de muchas muestras, 
así mismo es capaz de detectar y cuantificar sustancias tales como péptidos, 
hormonas, proteínas y anticuerpos.  Si bien autores describen que diferentes 
cepas del patógeno poseían antígenos comunes (Pacha, 1968), actualmente no 
se consideran seguros los sistemas de identificación antigénica debido a los 
posteriores reportes que han demostrado diversidad antigénica  (Wakabayashi et 
al., 1994; Lorenzen et al., 1997; Izumi y Wakabayashi, 1999), ya que  hoy en día 
se han reconocido por lo menos siete serotipos (Mata et al., 2002).  
Sin embargo los métodos de diagnóstico e identificación más sensibles 
específicos y oportunos son los basados en técnicas moleculares  la mayoría 
basados en protocolos de PCR (Urdaci et al., 1998; Izumi et al., 2003; Ramsrud et 
al., 2007) las cuales son consideradas particularmente ventajosas para la 
diferenciación en análisis epizootiológicos, además de ser capaces de detectar 
bajas cantidades del patógeno tanto de cultivos puros y mixtos, así como de 
tejidos infectados. Modificaciones posteriores en los procedimientos de los 
protocolos de PCR han permitido aumentar la sensibilidad, tal es el caso de la 
PCR- anidada, los cuales facilitan la identificación de unas pocas copias de ADN 
del patógeno (Baliarda et al., 2002). Otras opciones genéticas son la 
ribotipificación (Madetoja et al., 2002) hibridación sustractiva y microarrays (Soule 
et al. 2005) siendo todas ellas útiles para la tipificación, no así para el diagnóstico 
debido a su complejidad. 
 Recientemente se ha diseñado un ensayo de LAMP (Loop-Mediated Isothermal 
Amplification) de alta sensibilidad para la detección de F. psychrophilum, el cual 
detecta al patógeno a partir de 2 x10 ¹ copia/reacción en menor tiempo que las 
técnicas moleculares (Fujiwara et al., 2009). 
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Como se puede observar las opciones de diagnóstico son variadas pero se 
considera el aislamiento del patógeno, como herramienta fundamental, ya que es 
esencial para el desarrollo de estudios epidemiológicos y generación de vacunas. 
2.7 Prevención y control. 
Las buenas prácticas de producción y zoosanitarias como medidas de manejo, 
higiene y desinfección son la herramienta principal para el control y diseminación 
no solo de la Flavobacteriosis si no en general de cualquier enfermedad presente 
en las granjas de producción.    
La FAO en su manual  práctico  para el cultivo  de trucha arcoíris  resalta  puntos 
clave que deben considerarse para evitarse enfermedades, así como maximizar el 
rendimiento del cultivo, estos puntos son:  
 Selección del sitio, Instalaciones y equipo. 
 Criterios para la compra de alevines (siendo ideal la compra cuando estos 
ya hallan absorbido el  saco vitelino, en talla de 2,5 a 5 cms.) 
 Almacenamiento y manejo del alimento de truchas. 
 Control de sanidad acuícola: (monitoreo constante para la detección de 
enfermedades o parásitos) 
 Indumentaria del personal responsable del procesamiento de trucha 
(manejo higiénico adecuado). 
 Captura y eviscerado de truchas (evitar lesiones o daños en la piel y la 
carne de los peces que afecte la calidad final del producto, así como la 
reducción del estrés por manejo). 
Es importante resaltar que el control del RFTS debe ser dirigida a la prevención 
particularmente manteniendo densidades poblacionales adecuadas (inferiores a 
15Kg/ m3), la limpieza de los estanques, apropiada formulación de los alimentos, 
control de manejo y transporte de los peces, así como reducción de factores de 
estrés entre otros (Avendaño Herrera, 2011).  
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Lönnström et al., (2008) indica que baños tratados con Cloramina T o Formalina 
es un método eficiente para controlar las bacterias presentes en la superficie de 
los huevos e incluso pueden ayudar a mejorar las condiciones de los peces con 
lesiones epiteliales visibles. Mientras que para los estanques la FAO propone 
utilizar la cal viva como desinfectante a razón de 80 gramos por metro cuadrado 
en estanques previamente drenados y aun húmedos.  
 Sin embargo mediante  la utilización de vacunas en cultivos potencialmente 
susceptibles es posible reducir las pérdidas ocasionadas por enfermedades 
bacterianas, y aunque no existe una vacuna comercial hasta ahora,  muchos son 
los autores que han realizado investigaciones para la obtención de productos 
antigénicos que permitan la elaboración de vacunas y con ello la reducción de 
casos de F. psychrophilum (Kondo et al., 2002; Madetoja et al., 2006; Sudhesesh 
et al., 2007). 
Hasta ahorita la  única forma de control ampliamente discernida  de este 
patógeno, en las granjas de peces son las terapias antimicrobianas, que 
principalmente consisten en cloranfenicol y oxytetraciclinas. (Avendaño et al., 
2014). Sin embargo ante el uso indiscriminado de antibióticos, se ha observado un 
patrón atípico de resistencia contra los antimicrobianos en varias de las cepas de 
Flavobacterium psycrophilum (Crump et al., 2001) debido a que en la mayoría de 
los casos los tratamientos son aplicados antes de conocer el antibacteriano más 
adecuado , es decir sin previo antibiograma, situación que tiene lugar debido a F. 
psychrophilum tarda en crecer de 3 a 7 días dependiendo del medio de cultivo 
utilizado que no siempre es el idóneo para tal fin. Por lo que se deduce que la 
resistencia dependerá de la cepa que se presente en cada lugar geográfico, por 
ello la importancia de la tipificación. 
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2.8 Estudios de caracterización y tipificación de F. Psycrophilum en el 
mundo. 
Debido a la distribución mundial de este patógeno a lo largo de los años se han 
realizado diversos estudios en los diferentes países donde se han presentado de 
forma permanente o emergente la RTFS, lo que ha generado una amplia fuente de 
información referente a la tipificación de las cepas de F. psychrophilum alrededor 
del mundo.  
Una herramienta valiosa en la tipificación  fueron las primeras descripciones 
fenotípicas del patógeno, con lo cual se he establecido que existe homología entre 
las diferentes cepas pese a su distribución geográfica. F. psychrophilum ha sido 
descrito como un   bacilo filamentoso, curvo y de bordes redondeados Gram 
negativo, aerobio estricto (Holt, 1988; Rangdale, 1995; Matedoja et al., 2001) 
posee un diámetro de 5μm, una longitud entre 1,25 y 6,25μm (Pacha, 1968; 
Bernardet y Grimont, 1989), y además son bacterias que presentan movimiento de 
tipo deslizante (Bernardet y Kerouault). 
  Las características  dominantes reportadas referentes a la  morfología colonial 
describen a   F. psychrophilum como el patógeno generador de  colonias 
convexas, brillantes, circulares, levantadas, de coloración  amarillo claro, de 
tamaño variable que oscila entre  1-5 mm y un borde irregular (Bernardet y 
Kerouault, 1989; Dalsgaard et al., 1993; Holt et al., 1993; Cipriano et al., 1996). 
Pocos son los autores que difieren en sus descripciones fenotípicas, ahondando 
en que dichas variaciones son generadas por las edades de los cultivos 
principalmente.  
De igual forma los estudios bioquímicos  muestran la existencia de una alta 
homogeneidad entre los aislados, mostrando solo resultados variables  en 
propiedades como la degradación de elastina y oxidasa (Holt et al., 1993; Bertolini 
et al., 1994). 
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Sin embargo antigénicamente F. psychrophilum ha sido descrito como una 
especie heterogénea (Lorenzen et al., 1997; Mata et al., 2002).  Wakabayashi et 
al., 1994 a través del análisis de adsorción con antígenos termoestables y el uso 
de anticuerpos policlonales hechos de conejo, definieron 3 serotipos los cuales 
denominaron O-1, O-2, y O-3 en cepas de origen europeo, japonés y americano 
respectivamente Lorenzen y Olsen, (1997) identificaron tres serotipos de 
aislamientos europeos que denominaron. Fpt, Fd y Th mediante la técnica de 
ELISA. El serovar Th comprendió la mayoría de las cepas, el serovar Fpt 
correspondió  a la cepa de referencia F. psychrophilum NCIMB 1947, el cual es 
homónimo al serovar O-1 (Wakabayashi et al., 1994). 
Recientemente se ha reportado un esquema de serotipado, donde mediante la 
técnica de aglutinación en porta-objetos con antisueros preparadas de aislados de 
distintas especies (salmón, trucha y ayu), recogidos de distintas áreas geográficas, 
se determinaron de 3 a 7 serotipos los cuales guardan una estrecha relación con 
la especie hospedera (Mata et al., 2002).  
Con la introducción de nuevas técnicas moleculares se ha podido diversificar el 
estudio de las diferentes cepas encontrando clasificaciones generalmente 
vinculadas  a las características epidemiológicas de las cepas.   
Diversas son las técnicas moleculares  que se han utilizado para la tipificación de 
F. psychrophilum, tales como el análisis del polimorfismo genómico (RAPD 
(Chakroun et al., 1997), ribotipado  y análisis de plasmideos (Madetoja et al., 
2001), polimorfismo de productos de PCR (PCR-RFLP) (Izumi et al., 2003), así 
como estudios del gen 16S ARNr (Soule et al., 2005), estos dos últimos estudios 
considerados un parteaguas en trabajos de investigación posteriores. 
Izumi et al., 2003 como se mencionó anteriormente a través de la técnica de PCR-
RFLP, tomando como referencia el gen de la girasa (gyrB) encontraron 4 
genotipos (A, B, R y S). El genotipo A solo encontró solo en la especie AYU.    
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 Soule et al., 2005 identifican 2 linajes genéticos claramente definidos  a través  de 
microarrays determina la presencia de 2 linajes en salmones del Atlántico los 
nombraron: linaje I (realizados en aislamientos de salmón del pacifico) que se 
encontró  en  una cepa de referencia genética (ATTCC 49418t) y linaje II  cuya 
cepa de referencia se estableció como CFS 259-93  (asociado a las características 
propias de la trucha arcoíris) de acuerdo a los polimorfismos del gen 16S 
ARNribosomal.  Posteriormente Rasmrud et al., (2007) diseñaron oligonucleótidos 
independientes para PCR convencional para identificar los 2 alelos propuesta por 
Soule et al., 2005, teniendo una correspondencia del 100% con los resultados de 
este estudio. 
En Sudamérica no hay muchos estudios; sin embargo, Chile (2° país productor de 
salmón a nivel mundial), aisló por primera ocasión una cepa de Flavobacterium 
psychrophilum en 1993; sin embargo la genotipicación se realizó hasta el año 
2005 según el protocolo de Soule et al., 2005,  ubicando los aislados  en el linaje 
II, sin importar la especie afectada (Valdebenito et al.,  2009). Otro estudio 
realizado en Perú advierte de la presencia de esta bacteria en un centro piscícola 
denominado El Ingenio en 2003 afectando alevines de trucha arcoíris; las 
bacterias fueron identificadas mediante el aislamiento y técnicas microbiológicas 
estándar como tinción de Gram, bioquímica y análisis de producción de enzimas 
extracelulares (León et al., 2008), sin embargo aún no hay reporte de tipificación. 
En México no hay reporte científico de la presentación de esta enfermedad, sin 
embargo no se descarta la existencia de la bacteria en varios estados de la 
república. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 
En los últimos años el creciente interés del público consumidor por dar variedad a 
los alimentos que consume ha generado que se busquen especies alternas al 
pollo, res y cerdo, que son las principales fuentes de proteína animal, lo que lo ha 
llevado al consumo de especies acuáticas como lo es el pescado, haciendo de la 
producción piscícola de este una industria cada vez más tecnificada, cuyos retos 
crecientes han hecho que se empleen técnicas y especies de cultivos que les sean 
rentables. Sin embargo; el incremento de la actividad piscícola  también ha 
generado que los problemas de sanidad aumenten, y con ello las enfermedades. 
 
La aparición de enfermedades emergentes como el Síndrome del Alevín de la 
Trucha Arcoíris (RTFS) en peces genera una preocupación importante, ya que la 
inocuidad alimentaria se ve afectada generando en el consumidor la duda de si 
realmente lo que consume es sano para él, y aunque en muchos de los casos no 
existe un riesgo zoonótico, la calidad y presentación de los productos suele verse 
afectada por las secuelas tras la infección del agente etiológico.  
 
Actualmente se sabe que la flavobacteriosis y específicamente RTFS es una 
enfermedad de distribución mundial, que causa pérdidas económicas  importantes 
ya que afecta principalmente a los peces de producción como el salmón del 
atlántico (Salmo salar) y la trucha arcoíris (Oncorhyncus mykiss) afectando 
principalmente en  las primeras etapas de vida de los peces: alevines y juveniles, 
siendo estos los principales productos de intercambio y comercialización entre 
granjas, favoreciendo la diseminación de la enfermedad.  
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En la piscicultura de México no se cuenta con reportes oficiales o científicos sobre 
la existencia de Flavobacterium psychrophilum. Sin embargo en el área de 
diagnóstico de sanidad acuícola del CIESA, se han manifestado casos sugestivos 
a RTFS, provenientes de granjas del Estado de México y Michoacán (estados que 
en los últimos años han manifestado un incremento en la producción de peces de 
consumo principalmente trucha arcoíris),  de estos se han aislado organismos 
filamentosos Gram negativos similares a Flavobacterium psychrophilum, por tal 
razón es importante realizar la caracterización fenotípica, bioquímica y genética de 
dicho organismo para descartar o aceptar la presencia en el país del síndrome del 
alevín de la Trucha Arcoíris, padecimiento según estudios de otros países puede 
generar mortalidades que van desde el 50 al 90%, situación que justificaría los 
casos catalogados como contingencias en este Estado. 
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4. HIPÓTESIS DE INVESTIGACIÓN  
 
 
 
 
 
 
 
   
Ante las manifestaciones clínicas sugestivas a RTFS podemos inferir la presencia 
de   Flavobacterium psychrophilum, en granjas Trutícolas de México, además de 
que este no difiere en sus características, fenotípicas, bioquímicas y genéticas de 
las cepas reportadas en el mundo. 
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5. OBJETIVOS 
 
5.1 Objetivo general 
Caracterizar fenotípica, bioquímica y molecularmente a la bacteria filamentosa 
Gram negativa aislada de alevines de trucha arcoíris (O. mykiss), con enfermedad 
clínica sugestiva a Síndrome del Alevín de la Trucha Arcoíris (RTFS) obtenidas de 
casos remitidos al Centro de Investigación y Estudios Avanzados en Salud Animal. 
 
5.2 Objetivos específicos. 
 Aislar la Bacteria Filamentos en agar cytofaga y TYES a partir de peces con 
manifestaciones clínicas aparentes causadas por una infección con 
Flavobacterium spp., sugestiva a la especie psycrophilum. 
 
 Realizar la descripción clínica e histológica de la enfermedad así como la 
caracterización fenotípica del agente.  
 
 Realizar bioquímicas básicas y especializadas  para el diagnóstico 
confirmatorio  de Flavobacterium psycrophilum. 
 
 Realizar  caracterización genética, a través de pcr convencional, RFLPS-PCR, 
estudio del alelo 16s ARNr. 
 
 Hacer un acercamiento al perfil serológico de los aislados obtenidos, 
comparándolo con cepas chilenas y la cepa tipo 1947t aplicando la técnica de 
western Blot e inmunoaglutinación en placa. 
 
  Realizar desafío experimental, para determinar la virulencia de los aislados y 
la reproductividad de la enfermedad en condiciones de laboratorio.  
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6. METODOLOGÍA (MATERIALES Y MÉTODOS) 
 
6.1 Diseño de la investigación: Descriptiva transversal. 
Esta investigación tuvo un enfoque cualitativo, usando un modelo exploratorio, que 
permitió obtener puntos de partida para hacer una correlación entre los datos 
obtenidos de las diferentes pruebas de laboratorio realizadas a los aislados 
obtenidos de casos sugestivos a síndrome del alevín de la trucha arcoíris de 
granjas del Estado de México y Michoacán con los ya existentes de 
Flavobacterium psychrophilum  reportados  en el mundo. 
Para el estudio, se trabajó con muestras provenientes de alevines de trucha 
arcoíris que fueron remitidos al área de diagnóstico del departamento de sanidad 
acuícola del Centro de Investigación y Estudios Avanzados en Salud Animal 
(CIESA) perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 
UAEMex entre el periodo de enero 2015 a julio 2016 de diferentes granjas del 
centro de México, cuyas manifestaciones clínicas correspondían al síndrome del 
alevín de la trucha arcoíris (RTFS) y de los cuales se obtuvieron 13 aislados del 
patógeno implicado. 
6.2 Lugar de trabajo 
La primera parte del proyecto se realizó en el departamento de sanidad acuícola 
del CIESA FMVZ-UAEMex consistió en el aislamiento, cultivo y conservación de la 
muestra, además de la bioquímica básica. La segunda etapa consistente en 
actividades de bioquímica especializada y caracterización genética se realizó en el 
Laboratorio de Patología de Organismos Acuáticos y Biotecnología Acuícola de la 
Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Andrés Bello en Viña del Mar, 
república de Chile, bajo la dirección del Dr. Rubén Avendaño Herrera. 
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6.3 Toma de muestras 
 
Los peces recibidos en el área de diagnóstico del departamento de sanidad 
acuícola  fueron procesados de acuerdo al protocolo de toma de muestras, basado 
en el código sanitario para los animales acuáticos de la OIE, apartado 7 relativo al 
bienestar de los peces de cultivo. 
 
 Inicialmente, se procedió a revisar la superficie externa y branquias, y 
posteriormente se realizó la necropsia  para documentar las lesiones y obtener de 
muestras de órganos internos (riñón y bazo) o de ulceras externas cuando estas 
fueron  observadas (branquias, aletas, piel).  
 
6.4 Aislamiento bacteriano, medios de cultivo y condiciones de crecimiento 
 
 De los órganos afectados se realizó el aislamiento en el medio de cultivo de 
elección primaria para bacterias cytophagas, conocido como MAO (Anacker 
and Ordall modificado  utilizado comúnmente en el laboratorio, que contiene 
0,05 % de triptona, extracto de levadura 0,05 % , acetato de sodio 0,02 % , 
y 0,02 % extracto de carne con un pH de 7.2.   La muestra se incubo a 15°C 
durante 72 a 96 horas; el aislamiento primario se inoculó en el medio 
selectivo agar extracto de sales de Triptona (TYES) utilizando la siguiente 
concentración según el protocolo de Avendaño et al., (2014): 0.4% triptona, 
0.05% extracto de sales, 0.02% cloruro de calcio anhidro, 0.05% sulfato de 
magnesio heptahidratado, 1.2% agar, con un Ph de: 7.2. 
 Se conservaran las muestras en crio viales con esferas (criobolas), a -80°C 
para posterior utilización. 
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6.5 Identificación fenotípica y bioquímica 
 
6.5.1 Caracterización morfológica 
 
La descripción morfológica de los aislados sugestivos a Flavobacterium 
psychrophilum se realizó  en los cultivos primarios  de 24- 48hrs de incubación a 
través de la observación directa de las placas de agar, observando las 
características y el número relativo de cada tipo de colonia presente en el medio, 
en caso de haber variabilidad de colonias. 
 
Se determinó  la pureza del cultivo mediante una tinción de Gram, para lo cual se 
colocara una gota de aproximadamente entre 40 y 50 microlitros de agua destilada 
sobre un portaobjeto, posteriormente se emulsionara con una colonia tomada del 
medio sólido,  se extenderá esta emulsión en el portaobjeto, dejándose secar a 
temperatura ambiente, para posteriormente fijarla con calor y proceder con la 
tinción. 
 
En la caracterización de las colonias se observaron cambios en el medio que   las 
rodea, con el fin de localizar actividades metabólicas específicas de las bacterias 
recuperadas. La lectura de morfología colonial se realizó   tomando en cuenta: el 
tamaño de la colonia, la forma, elevación, margen o borde (entero, rugoso, 
incompleto etc.), color, superficie, transmisión de la luz y consistencia (cremosa, 
mucoide, solida, etc). 
 
6.5.2 Movilidad celular 
 
La movilidad celular y el movimiento de deslizamiento característico de 
Flavobacterium psychrophilum reportado por diferentes autores, serán evaluados 
por examen al microscopio en cultivos de 40 horas con la técnica de gota 
pendiente o gota colgante según (Rangdale, 1995). 
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6.5.3 Identificación bioquímica 
 
Para la identificación bioquímica se tomaron  en cuenta las recomendaciones de 
Bernardet and Kerouault, 1989 donde refieren que es de suma importancia hacer 
una serie de pruebas para caracterizar de manera precisa a Flavobacterium 
psycrophilum, de entre las cuales la absorción de rojo congo, presencia de 
pigmentos de tipo flexirrubina, degradación de gelatina, e hidrolisis de caseína y 
lecitina son vitales para la caracterización de este microorganismo y los cuales son 
considerados  como procesos avanzados ya que se realizaron  después de 
realizar el tren de bioquímicas básicas utilizado en el área de bacteriología del 
CIESA, para la determinación de la degradación de carbohidratos.  
 
6.5.4 Bioquímica básica. 
 
La bioquímica básica hace referencia a la serie de pruebas encaminadas a la 
detección de la degradación de distintos nutrientes  como  carbohidratos y 
minerales  que la bacteria pudiera utilizar como fuente de energía en los diversos 
procesos metabólicos de su ciclo biológico. 
 
Triple azúcar hierro agar (TSI): determina la capacidad de un organismo de atacar 
un hidrato de carbono específico ya sea glucosa, sacarosa o lactosa con 
producción o no de gases y ácido sulfhídrico. La inoculación se realizó por 
picadura y estría en el pico de flauta.  
 
Agar de hierro y lisina   (LIA): Mide la capacidad enzimática para descarboxilar la 
lisina y arginina para formar una amina y manifestar alcalinidad, además también 
se puede discernir la producción de ácido sulfhídrico y producción de gas. Para la 
inoculación se tomó una pequeña porción de colonia con el asa de punta y se 
realizó la picadura de la superficie al fondo del medio para finalizar con una estría 
en la superficie. 
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Citrato de Simmons: determina si un microorganismo es capaz de utilizar citrato 
como única fuente de carbono para el metabolismo y crecimiento provocando 
alcalinidad, para la inoculación se tomó una porción de la colonia del cultivo 
primario y se inoculó como estría única en la superficie de pico de flauta. 
 
Movilidad, indol y ornitina (MIO): Evidencia movimiento, la descarboxilación de la 
ornitina para formar una amina, además de la producción de indol. La inoculación 
se realizó por picadura en forma vertical con el asa de punta en el medio cuidando 
que el camino de salida del asa sea el mismo que el de entrada, para verificar si el 
organismo es indol positivo, se le adicionó 5 gotas de reactivo de kobacs se agito 
suavemente y se leyó de inmediato. 
 
BASE O/F (oxido, fermentación): Determina el metabolismo oxidativo o 
fermentativo de un hidrato de carbono. La prueba requiere de 2 tubos de medio los 
cuales se inocularon  por picadura, a uno de los tubos se le adicionaron 
aproximadamente 1.5 ml de aceite mineral para generar un ambiente anaerobio y 
verificar la fermentación, en el otro es necesaria la presencia de oxigeno por  lo 
cual no se requirió el aceite mineral. 
 
PRUEBA AP (agua peptonada): los microorganismos lactosa positivos tienen B- 
galactosidasa y permeasa, dos enzimas necesarias para la formación de ácidos a 
partir de la lactosa. La inoculación se realizó  por disolución del inoculo en el 
medio y la adición de polvo ONPG. 
 
ROJO DE METILO Y VOGES PROSKAUER: son 2 pruebas que se realizan con el 
mismo medio, determina la capacidad de un microorganismo de fermentar la 
glucosa con producción de ácido por la vía ácido mixta o con producción de un 
producto final neutro (acetoína) por la vía butanodiólica. Para la primera se le 
agregaron  5 gotas de solución indicadora rojo de metilo y para  la prueba de VP A 
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1 mL de cultivo se  añadieron  12 gotas (± 0,6 mL) de α- naftol al 5% en etanol y 4 
gotas (± 0,2 mL) de KOH al 40%, se agito y dejo reposar por 5 a 10 minutos. 
 
UREA: Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la urea formando 
dos moléculas de amoniaco por la acción de la enzima ureasa produciendo un 
cambio de color rojo en el medio en caso de ser positivo, para el caso de F. 
psychrophilum no deben manifestarse ningún cambio de coloración. 
 
Sulfuro, indol, movilidad (SIM): Determina si un organismo es móvil o inmóvil, si es 
capaz de liberar ácido sulfhídrico por acción enzimática de los aminoácidos que 
contienen azufre produciendo una reacción visible de color negro y por último la 
capacidad de desdoblar el indol de la molécula triptófano. La inoculación del medio 
se realizó por picadura en forma recta cuidando que el camino de salida fuera  el 
mismo por el cual entró el asa. F psychrophilum no manifiesta ninguna reacción en 
el medio. 
CATALASA: La catalasa es una enzima que poseen la mayoría de las bacterias 
aerobias, esta descompone el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno. Para 
realizar la prueba sobre un portaobjetos se colocó una gota de H2O2 de 10 
volúmenes y sobre esta se suspendió una colonia con ayuda de un asa, 
inmediatamente se evaluó  la reacción, observando si hay o no presencia de 
burbujas procedentes del oxígeno que  indicarían  que la prueba es positiva. Hay 
que tomar en cuenta que el cultivo bacteriano debe estar en fase exponencial de 
crecimiento, es decir que no debe ser mayor de 96 horas. F psychrophilum ha 
demostrado variabilidad de acuerdo a la cepa estudiada, sin embargo la mayoría 
de los autores coinciden que el resultado varia de débil positivo a positivo, 
observándose algunas burbujas en la reacción.  
 
OXIDASA: La reacción de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema 
citocromo oxidasa que activa la oxidación del citocromo este es reducido por el 
oxígeno molecular y produce agua o peróxido de hidrogeno según la especie 
bacteriana. Esta esta prueba se realizó utilizando un hisopo que fue  impregnado 
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con el reactivo para-amino-N-dimetil-anilina, una vez teniendo el reactivo en el 
hisopo con este se tomó una colonia y se frotó en su totalidad esperando que 
transcurrido un minuto la zona impregnada virara aun color azul- violeta si fuera 
positivo. Flavobacterium psychrophilum varía de acuerdo a la cepa estudiada 
mostrando resultados negativos, a débil positivos según algunos autores. 
 
 
6.5.5 Bioquímica avanzada. 
 
ABSORCIÓN DE ROJO CONGO: se colocaron  alrededor de 2 o 3 colonias de 
Flavobacterium psychrophilum sobre un porta objeto y se le añadió  una gota de 
colorante rojo congo, si la reacción es positiva hay un cambio de coloración que va 
desde un amarillo a rojo de las colonias, la reacción también puede ser evaluada 
directamente en la placa de agar adicionándole solo la gota de colorante sobre las 
colonias. F. psychrophilum no evidencia absorción. 
 
PIGMENTOS DE TIPO FLEXIRRUBINA: para evidenciar la presencia de este tipo 
de pigmento a una placa de cultivo en crecimiento exponencial (no mayor a 96hrs) 
se inundaron con algunas gotas de KOH al 20% (p/v). Una reacción positiva se 
evidenció  como un cambio de color en la colonia desde el amarillo característico a 
un rojo-anaranjado, purpura o marrón. F. psychrophilum contiene este tipo de 
pigmentación. 
 
HIDROLISIS DE LA GELATINA. Se siguió el protocolo descrito  en el libro de 
MacFaddin (de 1980).  F. psychrophilum muestra variabilidad en esta prueba 
bioquímica ya que se considera esta característica como muestra de virulencia 
que varía de acuerdo a la cepa de estudio. 
 
HIDROLISIS DE LA CASEÍNA: La presencia de caseinasa en las cepas se 
determinó inoculando cultivos en el medio base suplementado con 3% de leche 
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entera. En una reacción positiva, se observó un halo claro alrededor de las 
colonias.  
 
HIDRÓLISIS DE LECITINA. La producción de lecitinasa fue evaluada agregando 
5% de yema de huevo estéril a la media base. La aparición de un halo opaco en 
torno al pocillo después de la incubación indica la actividad de esta enzima.  
 
TOLERANCIA A NaCl. Según reportes Flavobacterium psychrophilum es una 
bacteria poco tolerante al NaCl, por tal razón pocas veces se puede encontrar en 
ambientes de agua salada, sin embargo alcanza un rango de tolerancia que va 
desde el 1% al 2% en medios suplementados con NaCl. Se midió esta tolerancia 
suplementando el medio base con 0.5%, 1%, 1.5% y 2% de NaCl. 
 
 
6.6 Caracterización genética  
 
6.6.1 Extracción de ADN 
 
La extracción de DNA se realizó a partir de bacterias cultivadas en placas de 
TYES en crecimiento exponencial (no mayor de 96 hrs). Se realizó  con el kit de 
extracción Wizard® Genomic DNA Purification Kit, siguiendo las instrucciones del 
fabricante (Anexo 1).  El DNA resultante se cuantifico (Anexo 2) y conservó  a 20 
°C para su posterior uso en PCR. 
 
6.6.2 PCR convencional o a tiempo final 
 
 Los primers que se usaron fueron  los diseñados por Urdaci et al., 1998,  
específicos para Flavobacterium psychrophilum. Que se ubican en la región 186 a 
203 pares de bases y 1278 a 1261 pares de bases respectivamente. 
Forward FPI (5'-GITAGTTGGCATCAACAC-3')  
Reverse FP2 (5'-TCGATCCTACTTGCGTAG-3'). 
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Aplicando el  siguiente protocolo térmico: Un ciclo de desnaturalización: 95°C de 5 
min; Alineamiento y extensión 35 ciclos. 94°C durante 30 s, 54°C durante 1 min 
,72°C durante1 min y finalmente un ciclo de extensión de 72°C durante 10 min. 
Para visualizar el producto se requiere de electroforesis en gel de agarosa (Merck) 
al 1.5%, con un marcador de alto peso molecular (AccuRuler 100 bp Plus DNA 
Ladder de  Maestrogene). 
 
6.6.3 RFLP-PCR 
 
En un volumen de 50µL de mix de reacción, se realizara PCR convencional 
utilizando los siguientes pares de primers específicos para gyrB de F. 
psychrophilum: GYR1-GYR1R y PSY-GIF  PSY-GIR cuya secuencia  es 5’-
CAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3’, 5’-CCRTC- NACRTCNGCRTCNGT-3’, 5’-
TGCAGGAAATCTTA- CACTCG-3’ y 5’-GTTGCAATTACAATGTTGT-3’ 
respectivamente (Izumi et al., 2003). GYR1-GYR1R amplifica 1178 pb mientras 
que PSY-GIF  PSY-GIR nos da como producto un fragmento de 1017 pb. El 
contenido de DNA dentro del mix fue  de  2 µL con una concentración de 50 ng. 
Para el perfil térmico se usó  el mismo protocolo de Izumi et al,.2003 que consiste 
en una primera  desnaturalización a  94°C por  5 min, 30 ciclos de  
desnaturalización a 94°C por  30 s, hibridación a  56°C por 30 s,  y extensión a 
72°C por 90 s y una extensión final a 72°C por  5 min. 
 
Basándonos en el mismo estudio se realizó  una  digestión utilizando 
endonucleasas de restricción. Para el producto de GYR se utilizó  la enzima HinfI 
la cual nos definirá 2 genotipos: El genotipo A cuyo producto final serán 
fragmentos de 429, 217 y 161 pb y el genotipo B que proporciona  fragmentos de 
429, 217 y 186 pb. Para PSY la enzima correspondiente fue  RsaI, que da como 
resultado un genotipo S con fragmentos de 429 y 367 pb o el genotipo R con 429 y 
327 pb. La digestión se realizó en un volumen final de 20 µl en los cuales 8 µl son 
de producto de PCR, 1µ de la enzima HinfI o RsaI según sea el caso, y 2µl del  
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buffer específico para cada enzima. Necesariamente a 37°C durante 4 o 5 horas 
en baño termoregulado, u  overnight a la misma temperatura. Para visualizar los 
fragmentos se requirió de electroforesis horizontal en gel de agarosa (Merck) al 
2%, con un marcador de bajo peso molecular (Gene Ruler low Range DNA de 
Thermo). 
 
6.6.4 ESTUDIO DEL ALELO 16S ARNr 
 
Para realizar la identificación de uno o ambos alelos 16S rRNA, que proporcionan 
información útil sobre la presencia de polimorfismos o los linajes genéticos I y II 
relacionados con la virulencia de las cepas descritos por Soule et al., 2005), y que 
años más tarde fueron corroborados por Rasmrud et al., 2007 con ensayos de 
PCR simple, el cual empleamos en este estudio para discernir los linajes 
presentes en México.  
El estudio se realizó utilizando un mix de reacción de 25µl, de los cuales 3µl son 
de DNA con una concentración de 50ng, se usaron  2 pares de primers en 
reacciones independientes. El primer par es el  realizado a partir de alelos 
A49418: 5’-CGTCA-AGCTACCTCACGAGGT-3’ and AF49418: 5’-
ATAGTGAGTTGGCATCAACACACT-3’) de la cepa tipo ATCC 49418t, mientras 
que el segundo pertenece a  la cepa virulenta CSF 259-93  A259-93: 5’-
GAAACACTCGGTCGTGACCG-3’ y AR259-93: 5’-
GACAACCATGCAGCACCTTG-3’. El ciclo térmico empleado para ambas 
reacciones: desnaturalización inicial a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 
desnaturalización a 95°C por 30 segundos, hibridación a 61°C por 60 segundos, 
extensión a 72°C por 60 segundos. Y una extensión final a 72°C por 10 minutos. 
Para la visualización de los productos se hizo electroforesis horizontal, en gel de 
agarosa al 1.5%, utilizando un el marcador molecular  Maestro gen de 100 a 3000 
pb. 
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6.7 Estudio serológico 
 
Para el estudio serológico se utilizaron como base los   LPS y Antígeno O de la 
bacteria, estos productos se extrajeron de cultivos bacterianos puros de no más de 
96 horas de crecimiento.  
 
Para la extracción del antígeno O, inicialmente  se realizó una suspensión 
bacteriana en PBS o solución salina, se calentó por una hora a 100°C en un vaso 
con agua, posteriormente se enfrió en hielo por 10 minutos, se verifico y ajusto la 
concentración de la suspensión a aproximadamente 1x10¯⁹ cel/m² y se refrigera a 
4°C para su uso posterior en la técnica de inmunoaglutinación en placa. 
 
Los LPSs se extrajeron  de cepas crecidas de no más de 96 hrs post cultivo, se 
lavaron 2 veces con PBS,  se centrifugaron, y resuspendieron   en 200 µl de PBS, 
posteriormente  utilizando un termoblock se hirvieron  por 10 minutos, se enfriaron  
en hielo para posteriormente  incubarlas a 60°C/1 hr con 80 µl de proteinasa K 
(25mg/ml), las muestras se agitaron  cada cierto tiempo durante el proceso, al final 
se almacenaron  se ajustaron (Anexo 3 )y se conservaron  a -20°C, para ser 
usados en la técnica de Western Blot. 
 
Se realizó  Western Blot utilizando los sueros homólogos de las cepas chilenas 
1739, 1731, 1150, 1196 y el homologo a la cepa tipo 1947 diluidos 1:10.  Para esta 
técnica se utilizan los LPS con  una concentración de 50ng, siguiendo el protocolo 
empleado en el laboratorio  de Patología de Organismos Acuáticos y Biotecnología 
Acuícola, que en resumen consiste en: 
 
 Los  LPS se corren en un gel de poliacrilamida para emplear en 
electroforesis vertical mezclados con un marcador  de proteínas preteñido.  
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 Una vez terminada la electroforesis se realiza la transferencia en una 
membrana de PBDF.  
 Concluida la trasferencia se bloquea la membrana con leche en PBS al 3% 
durante toda la noche.  
 Después de este proceso se realizaran 3 lavados con tween 20 (0.05%) 
más PBS durante 5 minutos sobre una plataforma de agitación.  
 Se realiza la incubación a  37°C por una hora con el anticuerpo primario 
(1:1000) en PBS y leche al 1%. ( todo el tiempo la membrana debe estar en 
movimiento) 
 se lava nuevamente con PBS y Tween 20 con agitación continua  por 5 
minutos repitiendo este proceso 3 veces.  
 Se realiza otra incubación esta vez con el anticuerpo secundario que es un 
anticonejo (1:3000), durante 1 hora a 37°C  en PBS y leche al 1%.  
  Se realizan otros 2 lavados con PBS. 
  Se revela con Diaminobencidina 1mg/agua oxigenada 1µl/PBS 1ml.  
 
 
Solo a manera de reforzamiento se realizó la técnica de inmunoaglutinación en 
placa pero esta vez con los antígenos O con las muestras positivas en el western 
Blot, en una relación de 10µl de suero/10µl antígeno O. 
 
6.8 Desafío experimental (prueba de virulencia) 
 
Se utilizó el aislado 001 en peces clínicamente sanos, confirmando estos a través 
de muestreo  de branquias, moco, piel, bazo y riñón los cuales  se evaluaran  
microscópicamente, bacteriológicamente y por PCR (Urdaci et al., 1998) para 
asegurar una ausencia previa de F. psychrophilum u otros patógenos.  
 
Los peces se separaron en peceras de 10 L de capacidad, se formaron 2 grupos 
(grupo de estudio, grupo control) de 15 individuos cada uno, los cuales se 
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aclimataron durante siete días en la pecera con agua des clorada. El inóculo se 
preparó  a partir de cultivos de caldo TYES durante la noche (18°C, 120 rpm). 
Cada pez experimental se inyectó  intramuscularmente con 0,1 ml (5 x 107 CFU, 
conteo directo de placas). Los peces de control se inyectaron  sólo con  caldo 
TYES. Todos los ensayos se realizaron  en un sistema cerrado a 17 ± 1 °C, un pH 
de 7,6-7,8, y se utilizó un régimen de luz 12L: 12D. Los peces se alimentaron 
diariamente al 1,5% del peso corporal, y el agua del tanque se cambió cada dos 
días. En caso de obtener mortalidad se realizaron  cultivos en medios TYES al 
tener  presencia de  aislados pigmentados puros, se utilizaron  los métodos de 
identificación bioquímicos y PCR específicos antes descritos para confirmar la 
infección por F psycrophilum.  
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7. RESULTADOS 
 
7.1  Descripción  de la enfermedad  
 
Durante el periodo comprendido entre enero 2015  y julio 2016 se remitieron al 
departamento de Sanidad Acuícola del Centro de Investigación y Estudios 
Avanzados (CIESA) de la FMVZ-UAEM un total de 13 casos de crías de trucha 
arcoíris (Oncorhynchus mykiss) con signos clínicos sugestivos del síndrome del 
alevín de la trucha arcoíris (RTFS). Once  de las granjas remitidas con fines de 
diagnóstico sanitario en la modalidad de contingencia sanitaria correspondieron al 
Estado de México y una al Estado de Michoacán (tabla 1). 
 
Los datos aportados por quienes remitieron las muestras indicaron que en la 
mayoría de las granjas de donde se obtuvieron los peces, se reportó entre un 50 a 
80% de mortalidad por este padecimiento; así mismo, informaron que los peces 
afectados presentaban desorientación, letargia, anorexia, natación superficial, 
oscurecimiento de la piel, lesiones de la pared costal a nivel de bazo y en aletas, 
además de una marcada  exoftalmia. 
 
 
Durante el análisis macroscópico realizado, los peces evidenciaron estar 
padeciendo un proceso de infección sistémica, caracterizado por oscurecimiento 
corporal, distención abdominal, exoftalmia (Figura 1), palidez branquial severa 
(figura 2), erosión de aletas y lesiones en la pared costal a nivel de la ubicación de 
bazo. Internamente se observó una palidez generalizada, ascitis, 
esplegnomegalia, bazo con hemorragias y áreas necróticas en ocasiones rodeado 
de un material purulento de color amarillo, erosión anal, renomegalia y edema 
renal (figuras 2 y 3). 
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Id aislado Especie  
Granja  
Lugar de 
procedencia 
Fecha Órgano del 
que se aisló 
42 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
Ex hacienda Chalchihuapa Tenancingo  Edo. 
Méx 
26/01/2015 Bazo  
51 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
El rincón  Amanalco  Edo. Méx 29/01/2015 Bazo  
66 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
Truchas el manantial.  Villa del carbón  
Edo. Méx 
09/02/2015 Bazo 
148 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
Sociedad de producción 
rural de R.L Botzanga 
 Temoaya, Edo. Méx  09/03/2015 Lesión anal  
418 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
La joya  Donato Guerra  Edo. 
Méx 
06/11/2015 Lesión aletas  
001 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
La escondidita  Amanalco Edo. Méx   12/01/2016 Lesión aleta  
34 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
Unidad Truticola Las 
Peñitas AC 
Amanalco Edo. Méx   15/01/2016 Bazo  
100 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
Corral de piedra san 
Bartolo  estanque  1 
Amanalco Edo. Méx   14/03/2016 Bazo  
101 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
Corral de piedra san 
Bartolo  estanque 2 
Amanalco Edo. Méx   14/03/2016 Bazo 
122 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
Truchas Agua Bendita  Coatepec Harinas  
Edo. Méx 
13/04/2016 Bazo  
134 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
El nevado  Coatepec Harinas 
Edo. Méx   
03/05/2016 Lesión lateral  
174 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
    
185 Trucha arcoíris (Oncorhynchus 
mykiss) 
Las peñitas  Ocampo Michoacán  07/06/2016 Lesión 
pedúnculo  
Tabla 1.  Relación de los aislados de Flavobacterium spp y su origen asociados al 
Síndrome del Alevín de la Trucha arcoíris, remitidos al CIESA entre Enero 2015 a Julio 
2016. 
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Figura 1. Cría de trucha arcoíris con 
oscurecimiento corporal, distensión 
abdominal severa y exoftalmia.  
Figura 2. Cría de trucha arcoíris mostrando 
palidez branquial; palidez de órganos y 
musculatura. 
Figura 3. Cría de trucha arcoíris en donde 
se muestra esplenomegalia y necrosis de 
bazo rodeado de un pigmento amarillento 
producto de la acumulación de células 
bacterianas. (Imagen del artículo Castillo et 
al., 2017). 
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7.2 Análisis histológico 
 
Histopatológicamente, la afección más común  que presentaron  los peces bajo 
este proceso septicémico, se encontró a nivel de bazo donde  la integridad de la 
cápsula desaparece gradualmente perdiéndose la definición de sus bordes,  a la 
vez que es reemplazada por una capa de material fibrinoso, el cual se extiende  
frecuentemente al peritoneo y tejido pancreático circundante, así como al tejido 
graso que rodea a este produciendo una esteatitis mononuclear de tipo no 
supurativo (Figura 4A y 4C) observándose numerosas formas sugestivas de la 
bacteria F. psychrophilum y células inflamatorias en la periferia del bazo, lo que 
explica la esplenitis y peritonitis fibrinosa. 
 
En el corazón se evidenciaron diferentes grados de pericarditis, frecuentemente 
zonal, con áreas localizadas de infiltración celular y vacuolización del músculo 
cardíaco y ocasionalmente depósito de fibrina, intercalado con células 
inflamatorias degeneradas, en la capa externa del músculo cardíaco y tejidos 
adyacentes (figura 4I). En resumen  los alevines manifestaron degeneración 
miocárdica y endocárdica en diferentes grados, que van de moderado a severo en 
relación a la talla del alevín, siendo los peces de mayor tamaño los más afectados.  
 
A nivel branquial se encontraron acúmulos de F. psychrophilum localizados 
libremente alrededor del arco branquial y en las laminillas secundarias, las cuales 
también se evidenciaron hipertróficas.  
 
En los cortes histológicos de los organismos que manifestaban exoftalmia severa 
e incluso opacidad corneal se evidencio edema (Figura 4H). Finalmente, en los 
especímenes que presentaban ulceraciones y lesiones en los costados y aleta 
dorsal se encontró necrosis de fibras musculares con pérdida de sus estriaciones 
y circundadas por edema, principalmente en los músculos de  pared abdominal a 
nivel de bazo (Figura 4F y 4G). Generalmente en las ulceraciones se encontró una 
inflamación de tipo granulomatoso. 
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Figura 4. Cortes histológicos teñidos con H&E de órganos de crías de trucha arcoíris 
clínicamente afectadas por RTFS a causa de  F. psychrophilum,  
 (A) Destrucción de capsula esplénica con neoformación de tejido fibroso (100X); (B) 
Congestión esplénica, marcada depleción linfoide, zonas hemorrágicas en bazo 
(100X). (C) sustitución de la capsula esplénica por una capa de material fibrinoso con 
evidencia de esteatitis mononuclear no supurativa (250X). (D) Depleción linfoide, 
degeneración y necrosis  hepática (630X). (E) zona hemorrágica en superficie 
esplénica (630X). (F) Esplenitis, daño a fibras musculares de la pared abdominal a 
nivel de bazo (25X). (G) destrucción de fibras musculares e infiltración mononuclear 
(250X).  (H) Edema corneal característico en especímenes con exoftalmia (250X). (I) 
infiltración subepicárdica (100X). 
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7.3 Descripción fenotípica del patógeno  
 
 
De los trece casos remitidos se obtuvieron igual número de  aislados  a partir de 
órganos internos (riñón y bazo), ulceras externas cuando estas fueron observadas 
(branquias, aletas, piel) utilizando los medios de agar MAO  y TYES.  A partir del 
3° a 5° día de  incubación a 15°C las bacterias se  organizaron como 
agrupaciones bacterianas pigmentadas de color amarillo a amarillo intenso. La 
morfología bacteriana predominante  consiste en células filamentosas y delgadas, 
de tinción gram negativa, que se agrupan formando redes. 
 
Los aislados obtenidos  fueron codificados con los siguientes números 42, 51, 66, 
148, 418, 001, 34, 100, 101, 122, 134, 174 y  185 (tabla 1). 
 
En la estandarización de los procesos para la identificación y caracterización 
bioquímica, se mostró que  el agar TYES tiene mayor eficiencia en el crecimiento 
de F. psychrophilum reduciendo en  24 horas el tiempo de crecimiento comparado 
con el Agar MAO por lo que para estudios posteriores se utilizó Agar TYES como 
medio de elección, quedando como 72 horas tiempo mínimo de crecimiento en 
este medio. 
 
Como resultado de la interpretación de cultivos primarios se obtuvieron los datos 
mostrados en la Tabla 2, donde sobresale que el tamaño de la colonia varía entre 
1- 4 mm, la forma predomínate es puntiforme sin encontrar ninguna otra 
morfología para estas colonias que se sobre elevan y no se adhieren al agar. En 
cuanto a los bordes, existió  una ligera variación entre enteros y rugosos, siendo 
predominante el borde rugoso para los aislados del 2015 a diferencia del borde 
entero mostrado  en los aislados del 2016. La consistencia de la colonia fue de 
tipo  mucoide en todos los aislados.  
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En general, la morfología de las colonias obtenidas fueron similares en todos los 
aislados; sin embargo,  los primeros 5 aislados codificados como:  42, 51, 66, 148, 
418, manifiestan mayor relación entre sí, es decir morfológicamente son iguales  
coincidiendo en la definición de sus bordes y en la coloración amarillo pálido de las 
agrupaciones bacterianas, dichas características pudieron ser modificadas debido 
al número de pases que se les dio a los cultivos con el fin de obtener colonias 
puras. 
 
 
 
 
 
 
 
Con respecto a la morfología bacteriana, en la tinción de Gram se observaron 2 
tipos de morfología,  los  aislados 42, 51, 66, 148, 418 tienen un aspecto más 
corto con respecto a los otros aislados y su forma es más bien como de varilla 
alargada con los extremos achatados; sin embargo, los aislados 001, 34, 100, 101, 
Id del 
aislado 
Tamaño Forma Elevación  Margen Color Superficie Consistencia  Transmisión de 
luz  
42 1-4mm Puntiforme  Sobre 
elevada 
entero amarillo Brillante  Mucoide  Traslucida  
51 1-2mm Puntiforme Sobre 
elevada 
rugoso amarillo Brillante Mucoide Traslucida 
66 1-3mm Puntiforme Sobre 
elevada 
rugoso amarillo Brillante Mucoide Traslucida 
148 1-2mm Puntiforme Sobre 
elevada 
entero amarillo Brillante Mucoide Traslucida 
418 1-2mm Puntiforme Sobre 
elevada 
rugoso amarillo Brillante Mucoide Traslucida 
001 1-3mm Puntiforme Sobre 
elevada 
entero Amarillo 
intenso 
Brillante Mucoide Traslucida 
34 1-2mm Puntiforme Sobre 
elevada 
entero Amarillo 
intenso 
Brillante Mucoide Traslucida 
100 1-2mm Puntiforme Sobre 
elevada 
Entero Amarillo 
intenso 
Brillante Mucoide Traslucida 
101 1-2mm Puntiforme Sobre 
elevada 
Entero Amarillo 
intenso 
Brillante Mucoide Traslucida 
122 1-2mm Puntiforme Sobre 
elevada 
Entero Amarillo 
intenso 
Brillante Mucoide Traslucida 
134 1-2mm Puntiforme Sobre 
elevada 
Entero Amarillo 
intenso 
Brillante Mucoide Traslucida 
174 1-2mm Puntiforme Sobre 
elevada 
Entero Amarillo 
intenso 
Brillante Mucoide Traslucida 
185 1-2mm Puntiforme Sobre 
elevada 
Entero Amarillo 
intenso  
Brillante Mucoide Traslucida 
Tabla 2. Resultados de la Caracterización fenotípica de las colonias de  
Flavobacterium spp, obtenidas de casos remitidos para diagnostico sanitario al CIESA-
UAEMex. 
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122, 134, 174 y 185 son de una morfología filamentosa, más largo que los 
anteriores y forman agrupaciones que dan un aspecto de red como se observa en 
la figura 5, similar a lo que se describe en la literatura para Flavobacterium 
psychrophilum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.4 Perfil bioquímico 
 
Utilizando como referencia a la cepa tipo de  F. psycrophilum NCIMB 1947T se 
realizó el perfil bioquímico de los aislados mexicanos. El tren básico de pruebas 
bioquímicas consistió en la medición de degradación de nutrientes entre ellos 
carbohidratos y minerales que pudieran utilizarse en el metabolismo y en el ciclo 
biológico de la bacteria. Si bien se mencionan variaciones entre las cepas de F. 
psychrophilum, todos los autores coinciden en la incapacidad para degradar 
carbohidratos ya sea simples o complejos, situación que en el presente trabajo se 
demostró (tabla 3) al encontrar que en todas las pruebas bioquímicas realizadas 
relacionadas con la utilización de estos nutrientes el resultado siempre fue 
Figura 5. Morfología típica de Flavobacterium 
psychrophilum. Bacilos filamentosos Gram 
Negativos, que forman redes. 
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negativo para los 13 aislados mexicanos de F. psycrophilum al igual que para la 
cepa tipo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PRUEBA 
BIOQUÍMICA 
CEP
A 
TIPO 
AISLADOS MEXICANOS 
 194
7t 
42 51 66 14
8 
41
8 
00
1 
34 10
0 
10
1 
12
2 
13
4 
17
4 
18
5 
Catalasa D+ D+ D+ D+ D+ D+ D+ + + D+ D+ + D+ D+ 
Citocromo 
oxidasa 
(reducción de 
oxigeno 
molecular) 
D+ D+ D+ D+ D+ D+ D+ D+ D+ D+ D+ D+ D+ D+ 
TSI (hidratos 
de carbono) 
- - - - - - - - - - - - - - 
LIA 
(aminoácidos) 
- - - - - - - - - - - - - - 
CITRATO 
(fuente de 
carbono) 
- - - - - - - - - - - - - - 
MIO M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
M- 
 I- 
O- 
OXIDACION - - - - - - - - - - - - - - 
FERMENTACI
ON 
(fosforilación 
glucosa) 
- - - - - - - - - - - - - - 
SIM S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
S- 
I- 
M- 
VP (formación 
de acetonía-
glucosa) 
RM 
(producción 
de ácido) 
VP- 
RM- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
VP
- 
RM
- 
UREA 
(partículas de 
amoniaco) 
- - - - - - - - - - - - - - 
CALDO 
NITRATO 
 - - - - - - - - - - - - - 
Tabla 3. Resultado de las pruebas bioquímicas básicas de los 13 aislados 
mexicanos de  F. psycrophilum, utilizando como referencia la cepa tipo 1947t 
Positivo (+) 
Negativo (-) 
Movilidad Negativa M- 
Indol negativo I- 
Ornitina negativa O- 
Sulfuro negativo  S- 
Vogues proskauer negativo VP- 
Rojo de metilo negativo RM- 
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En  los procesos de bioquímica avanzada, se encontró que algunos de los 
aislados mexicanos de F. psychrophilum son activamente proteolíticos con 
capacidad de degradar diferentes proteínas cuando son incorporadas al medio de 
cultivo, como gelatina, caseína y albumina como lo manejan Dalsgaard et al., 
1993) y Lorenzen et al., 1997). De los 13 aislados analizados, únicamente 8 
(001,34, 100, 101, 122,134, 174 y 185) presentaron similitud con la cepa tipo, al 
parecer degradan el medio suplementado con proteína; mientras que los otros 5 
aislados (42, 51, 66, 148 y 418) no manifiestan ningún cambio en el medio 
suplementado donde son cultivados. 
 
 En relación con lo anterior,  se comprobó que los aislados proteolíticos no 
absorbieron el rojo Congo, colorante utilizado como una  prueba importante en el 
diagnóstico y caracterización de F. psychrophilum; mientras que  los otros cinco 
aislados si lo absorbieron, tiñéndose de amarillo a un rojo suave, conservando 
dicha coloración aun cuando las colonias se lavaban con agua destilada. 
 
Respecto a la producción de flexirrubina, únicamente los aislados identificados 
como 001, 34, 100, 101, 122, 134, 174 y 185 poseen este tipo de pigmentación, y 
aunque muchos  autores  no han podido demostrar la presencia de estos 
pigmentos en sus cepas se considera estos como parte fundamental del perfil 
bioquímico típico de dicha bacteria. 
 
De acuerdo con los datos de la tabla número 4, se puede observar que de los 
trece aislados mexicanos se diferencian 2  grupos de F. psycrophilum, uno que 
concuerda con la cepa tipo y el otro difiere en algunas características de 
relevancia como la absorción de rojo congo y la presencia de pigmentos de tipo 
flexirrubina. Por tanto, hasta este momento del estudio se puede afirmar que 
únicamente 8 aislados de los 13 corresponden a la especie psycrophilum, 
mientras que los otros 5 solo han quedado como miembros de la familia de 
flavobacterias. Sin embargo, por su comportamiento clínico tienen relación a las 
llamadas cytophaga-like. A partir de este momento, en el estudio,  solamente se 
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consideraron los 8 aislados definidos como F. psycrophilum por su mayor similitud 
con el perfil de la cepa tipo, para continuar con el análisis genético y el API ZYM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Prueba 
bioquímica 
avanzada  
Cepa 
tipo  
Grupo no proteolítico 
de aislados mexicanos 
Grupo proteolítico de aislados mexicanos 
 1947 42 51 66 148 418 001 34 100 101 122 134 174 185 
Crecimiento 
en TSA 
(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
Tolerancia a 
NaCl 0.5% 
(+) (+) M+ M+ (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 
Tolerancia a 
NaCl 1.0% 
D+ D+ (-) (-) M+ D+ D+ D+ M+ M+ M+ M+ M+ M+ 
Tolerancia a 
NaCl 1.5% 
(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
Tolerancia a 
NaCl 2.0% 
(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
Tolerancia a 
NaCl 3.0% 
(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
Tolerancia a 
NaCl 4% 
(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
Tolerancia a 
NaCl 5% 
(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
Hidrolisis de 
gelatina 
(+) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 
Hidrolisis de 
albumina 
(+) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 
Hidrolisis de 
caseína 
(+) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 
Pigmentos 
de tipo 
flexirrubina 
(+) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 
Absorción 
de rojo 
congo. 
(-) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 
Tabla 4. Resultado de pruebas bioquímicas avanzadas aplicadas a los aislados mexicanos de 
F. psycrophilum. Utilizando los datos de la cepa tipo 1947t como referencia  se marcan 2 
grupos con perfiles bioquímicos distintos. 
 
Negativo (-) 
Positivo (+) 
Moderadamente positivo M+ 
Débilmente positivo D+ 
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El sistema API ZYM (bioMèrieux) se realizó como reforzamiento del perfil 
bioquímico básico. En éste se confirmó que no hay  enzimas involucradas en el 
metabolismo de los carbohidratos como se anticipaba  con el tren de bioquímicas 
básicas; sin embargo, se encontró positividad a la fosfatasa alcalina, la esterasa 
C4, la lipasa esterasa C8, la leucina arilamidasa, la valil arilamidasa, la fosfatasa 
ácida y la naphtol AS-BI-fosfohidrolasa (datos usados en artículo Castillo et al., 
2017).  Por lo tanto se encontró que los aislados mexicanos recuperados tienen  
patrones bioquímicos clásicos para F. psychrophilum según  Bernardet y Grimont, 
1989) y Lorenzen y Olensen, 1997).  
 
7.5 Caracterización genética. 
 
7.5.1 PCR convencional o tiempo final. 
 
A manera de diagnóstico confirmatorio de F. psychrophilum se realizó un PCR 
específico con el material genómico de los 13 aislados mexicanos utilizando el 
protocolo y primers descritos por Urdaci et al., 1988); en este proceso, los 5 
aislados: 42, 51, 63, 148, 418, dieron negativo a la reacción de PCR. En tanto, los 
aislados 001, 100, 101,174, y 185  confirmaron su positividad con estos primers al 
dar el fragmento amplificado de 1088 pb esperado (Figura 6). Por tanto, se 
descartan los aislados 42, 51, 66, 148 y 418 al no presentar ninguna banda. 
Debido a  lo anterior, estos últimos aislados  no se tomaron en cuenta para 
continuar con el trabajo de caracterización de F. psycrophilum.  
 
Al analizar el gel de agarosa de los aislados que mostraron positividad con los 
primers específicos,  los aislados 34, 122, 134, mostraron  un patrón diferente en 
cuanto al grosor de la banda, por lo cual se decidió  hacer qPCR con el protocolo 
de Orieux et al., 2011) (figura 7) para confirmar su positividad. Con la visualización 
del gel de agarosa se confirmó que estos 3 aislados también pertenecen a la 
especie psycrophilum al mostrar el fragmento esperado de 146 pb.  
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Gráficamente en el modelo lineal de amplificación se muestra que los controles 
negativos no cruzan el valor cero de fluorescencia durante todo el proceso. En 
este proceso la cepa tipo y el referencial positivo a Urdaci et al., 1998) fueron las 
primeras muestras en cruzar el umbral, seguidos por el aislado 34, 122 y 134 
respectivamente, con un patrón homogéneo y sin presentar picos anormales, 
demostrando que no existen  variaciones significativas con lo cual se descarta la 
presencia de otro patógeno (figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Gel de agarosa 1.5% PCR simple, utilizando iniciadores Fp1 y Fp2 
(Urdaci et al, 1998). Los carriles 2, 3, 7, 8, 9, 10, 12 y  13 muestran los 
aislados clasificados como Flavobacterium psychrophilum al dar el tamaño de 
banda de 1088 pares de bases esperado. 
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Figura 8. Modelo lineal de amplificación de productos de qPCR de las muestras 34,122 
y 134. 
La cepa tipo (rojo) y el referencial positivo a Urdaci et al., 1998) en verde,   son los 
primeros en cruzar el umbral, seguidos por el aislado 34 (azul), 122 (amarillo) y 134 
(rosa) respectivamente, con un patrón homogéneo sin presentar picos anormales. Los 
controles negativos (azul y Gris) no cruzan el umbral de amplificación. 
Figura 7. Gel de agarosa 2% qPCR, utilizando los iniciadores Fp_16S1_fw, 
 Fp_16Sint1_rev (Orieux et al., 2011). Los carriles 5,6 y 7 correspondientes a las 
muestras en duda muestran el mismo patrón de bandeo que las muestras de 
Flavobacterium psychrophilum antes confirmadas. 
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Los resultados anteriores arrojan que únicamente 8 aislados fueron F. 
psychrophilum, lo que refuerza lo observado en el perfil bioquímico (tabla 4).  
 
7.5.2 RFLP-PCR 
 
Para la caracterización genotípica de los 8 aislados, se utilizó la técnica de RFLP-
PCR  basado en la amplificación del gen de la subunidad B de girasa (gyrB), 
utilizando 2 pares de primers en reacciones independientes  GYR1-GYR1R y 
PSY-GIF  PSY-GYR (Izumi et al. 2003).  Cabe mencionar que se anexo una cepa 
chilena como referencia  y la cepa tipo como control positivo.  En los productos de 
pcr de PSY-GIF PSY-GYR . Se observó un solo fragmento de 1017 pb con buena 
definición en las bandas lo que indica una positividad a dichos cebadores del 
100% de los aislados del estudio (figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.  Gel de agarosa al 1.5% utilizando los iniciadores PSY-GIF y 
PSY-GIR (lzumi et al., 2003). En todos los carriles con material genómico 
se muestra positividad, al mostrarse un fragmento único de 1017 pb. 
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Al realizar un PCR de GYR-1 , GYR-1R, se obtuvieron 2 fragmentos de 1178 y 
298 pb aunque de menor intensidad y nitidez, las bandas en las posiciones 
esperadas dieron la positividad deseada (figura 10). Estos 2 últimos 
procedimientos realizados con el material genómico de los aislados fueron la base 
para iniciar con la digestión de endonucleasas.  
Con el producto de PCR resultante de los iniciadores GYR  utilizamos la enzima 
HinfI en la digestión para determinar el genotipo de los aislados,  lo cual nos arrojó 
un resultado homogéneo para los 8 aislados así como para las cepas de 
referencia (cepa tipo y cepa de origen chileno). Esta enzima permitió  determinar 
que los aislados mexicanos pertenecen al genotipo B, ya que se derivaron 
fragmentos de 429, 217 y 186 pb (figura 11), y lógicamente se descarta la 
presencia del genotipo A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 10.  Gel de agarosa al 1.5% utilizando los iniciadores  GYR-1 y  GYR-1R  
(lzumi et al., 2003). En todos los carriles con material genómico se muestra 
positividad, al mostrarse 2 fragmentos de 1178 y 298 pb. 
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El producto de PCR resultante de los iniciadores PSY se sometió a digestión con 
la enzima  RsaI para determinar el genotipo asociado a la especie huésped (R o 
S).  En los aislados mexicanos se encontraron ambos genotipos a pesar de que 
las muestras son solo provenientes de trucha arcoíris. La cepa tipo y el aislado 
mexicano 001 pertenecen al genotipo S ( asociado a salmón del atlántico, con 
fragmentos de 429 y 367 pb) mientras la cepa chilena y el resto de los  aislados se 
ubican con el genotipo R  (asociado a Trucha, con fragmentos 429 y 327 pb)(figura 
12). En conclusión con este método tenemos que los aislados mexicanos 
Figura 11.  Gel de agarosa al 1.5% utilizando producto de PCR de los   GYR-1 y  
GYR-1R  sometidos a digestión con a la endonucleasa HinfI (lzumi et al., 2003). En 
todos los carriles se muestran 3 fragmentos de 429, 217 y 186 correspondientes al 
genotipo B. 
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pertenecen en su mayoría al tipo B y S lo cual es muy común entre la especie 
Oncorhynchus mykiss. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.5.3 Estudio del gen 16S ARNr 
 
El estudio del gen 16S del ARNr que se realizó con el fin de determinar los linajes 
genéticos  encontrados en la investigación  de  Soule et al., 2005  corroborado y 
simplificado por Rasrumd et al., 2007 cuyo protocolo fue utilizado en este estudio 
arroja resultados interesantes  ya que en los aislados de México se encontraron 
los 2 alelos correspondientes a la cepas de referencia CFS259-93 y ATCC 
Figura 12.  Gel de agarosa al 1.5% utilizando producto de PCR de los PSY-GIF y PSY-GIR  
sometidos a digestión con la endonucleasa RsaI (Izumi et al., 2003). Los carriles 1 y 3 
correspondientes a la cepa tipo y el aislado 001 muestran fragmentos de 429 y 367 pb por 
tanto se consideran Genotipo S. El resto de los carriles correspondientes al material 
genómico chileno y los demás aislados mexicanos evidencian fragmentos de 429 y 327 pb lo 
que corresponde al genotipo R.  
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49418T; como se muestra en la figura 13A, todas las muestras manifiestan el 
fragmento de 600 pares de bases característico del linaje II, cuya cepa 
representativa es la CFS259-93 considerada de gran virulencia, sin embargo; el 
aislado 134 al igual que la cepa tipo evidencia el fragmento de 298 pb 
característico del linaje I cuya cepa representativa es la ATCC 49418T 
considerada avirulenta (figura 13B). Con lo cual podemos resumir que en México 
tenemos la presencia de ambos alelos tanto para el linaje I como para el linaje II, 
teniendo predominancia el linaje II, sin embargo este estudio tendría que ampliar 
el número de aislados para encontrar mayor variabilidad. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Gel de agarosa al 1.5% correspondiente al estudio del gen 16S del ARNr, usado 
para determinación de linajes. En el área A se observa en todos los carriles la presencia de un 
fragmento de 600 pb característicos del Linaje II, sin embargo en el área B el carril 1 y 9 
muestran un fragmento de 298 pb lo que indica que al tener ambos alelos , estas muestras 
son pertenecientes al linaje I. 
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7.6 Caracterización serológica  
 
El Western Blot realizado utilizando sueros homólogos de cepas chilenas y el 
homologo a la cepa tipo 1947t, indica que algunos de los aislados mexicanos tiene 
una respuesta positiva ante los sueros chilenos, tal es el caso del aislado 001 que 
cruzo con los 4 sueros, y más interesante aun el aislado 134 que presento 
positividad incluso con el suero ATCC (tabla 5), por lo tanto se puede inferir  que 
no solo genéticamente son similares al  poseer los alelos tanto para el linaje I 
como para el II, si no que serológicamente  también tienen concordancia. 
 
 
 
 
 
 
Con la  técnica de inmunoaglutinación en placa utilizando  los antígenos O con las 
muestras positivas en el western blot, en una relación de  10µl de suero/10µl 
antígeno O, reforzamos dichos resultados al tener 100% de concordancia con la 
primera técnica. 
 
Estudio serológico con la técnica de Western Blot para aislados mexicanos de F. psychrophilum 
Id. aislado Suero 
ATCC 
Suero 1739 Suero 1731 Suero 1196 Suero 1150 
1947 t (+) (-) (-) (-) (-) 
42 (-) (-) (-) (-) (-) 
001 ch (-) (-) (+) - (+) 
001 (-) (+) (+) (+) (+) 
34 (-) (-) (-) (-) (-) 
100 (-) (-) (-) (-) (-) 
101 (-) (-) (-) (-) (-) 
122 (-) (-) (-) (-) (-) 
134 (+) (+) (+) (+) (+) 
174 (-) (-) (-) (-) (-) 
185 (-) (-) (-) (-) (-) 
Tabla 5. Resultado serológico utilizando la técnica de Western Blot con sueros de cepas 
chilenas probados en los aislados de México.  
 
 
 
Reacción positiva (+) 
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7.7 Desafío experimental  
 
 
Derivado de la inoculación  intramuscular  con 0,1 ml (5 x 107 CFU, conteo directo 
en  placa) de un cultivo en caldo TYES del aislado 001 previamente caracterizado 
el cual se encontró que es genética y serológicamente similar a la cepa tipo 1947t 
en el grupo experimental. Se obtuvieron registros de la manifestación clínica así 
como de las secuelas post infección con el patógeno F psychrophilum.   Los 
cuales refieren que durante las   primeras 48 h, los alevines de trucha (O. mykiss) 
presentaron   oscurecimiento de la piel y pérdida de la escala, en el día 5, 
aparecieron heridas profundas de tipo úlcera en los laterales, y en el sitio de 
inoculación, en el día 8, se produjo la primera mortalidad y se alcanzó el 100% de 
mortalidad en el día 10 (fig. 13).  
 
En el  grupo  control no hubo mortalidad, ni manifestación de enfermedad clínica 
aparente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14.  Alevines de trucha arcoíris con lesiones de piel producidas por F psychrophilum  en 
condiciones controladas de laboratorio. Evidencia de heridas laterales de tipo ulcera además 
de la perdida de la aleta dorsal en algunos casos. (Imagen del articulo  Castillo et al., 2017) 
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F. psychrophilum  se recuperó de la muestra de riñón, bazo y lesión.  Los ensayos 
bioquímicos y de PCR confirmaron todos los aislamientos como F. Psychrophilum 
estableciendo este como principal patógeno en este desafío.  
 
7.8 Articulo aceptado y publicado  
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8. DISCUSIÓN 
 
En la actualidad Flavobacteriosis es el nombre común para definir a las 
enfermedades causadas por microorganismos Gram-negativos del grupo 
Cytophaga-Flavobacterium-Flexibacter, siendo Flavobacterium psycrophilum la 
especie de mayor relevancia entre especies de producción especialmente salmón 
del atlántico y Trucha arcoíris debido a la alta mortalidad  que manifiesta afectando 
de manera importante la rentabilidad de los cultivos. 
 Aunque se conoce que Flavobacterium psycrophilum patógeno causante de la 
enfermedad sistémica conocida como el síndrome del alevín de la trucha, tiene 
distribución mundial  reportándose en países como Australia, Canadá, Dinamarca 
(Lorenzen et al., 1991), Finlandia (Wiklund et al., 1994),Francia (Bernardet et al., 
1989), Alemania (Weis, 1987), Japón (Wakabayashi et al., 1991), Italia (Sarti et al., 
1992), Irlanda, , Escocia, España (Toranzo et al., 1993), Suecia, Suiza, Turquía, 
Reino Unido ( Santos et al., 1992) y en países del continente americano como  
Estados Unidos (Staliper.2011, Lonnstrom et al.,  2008, Cipriano et al., 2005, 
Bernardet et al., 1989) Chile (Valdebenito et al., 2009), Perú (León et al., 2008), 
que geográficamente son muy cercanos a México en este no se tenían reportes 
sobre la presencia de Flavobacterium psychrophilum.  
Sin embargo a raíz de la descripción de la enfermedad branquial en crías de 
truchas arco ıris, causado por Flexibacter sp. descrito por Ortega et al., 1998, se 
genera la duda sobre la presencia de este patógeno en el país.  Siendo hasta el 
año 2015 ante las manifestaciones clínicas recurrentes sugestivas a RFTS, 
reportadas en el área de diagnóstico del laboratorio de sanidad Acuícola del 
CIESA, y la trascendencia económica en las granjas de producción que implica, se 
toma la decisión de aislar y caracterizar al patógeno causante de tal padecimiento. 
Los datos aportados por quienes remitieron las muestras indicaron que en la 
mayoría de las granjas  de donde se obtuvieron los peces, se reportó entre un 50 
a 80% de mortalidad por este padecimiento, rango correspondiente al mencionado 
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en el estudio de Valdebenito et al., 2009 en Chile; asimismo, informaron que los 
peces afectados presentaban desorientación, letargia, anorexia, natación 
superficial, oscurecimiento de la piel, lesiones de la pared costal a nivel de bazo y 
en aletas, además de una marcada  exoftalmia tal como menciona Ostland et al., 
1997. Histopatológicamente, la afección más común  que presentaron  los peces 
bajo este proceso septicémico, se encontró a nivel de bazo donde  la integridad de 
la cápsula desaparece se pierde la definición de sus bordes,  que son 
reemplazados por una capa de material fibrinoso tal como lo describe  Rangdale, 
1995. 
De los casos remitidos entre enero 2015 y julio 2016 se obtuvieron 13 aislados  
sugestivos a F. psychrophilum  que mostraron en  general resultados 
homogéneos, principalmente de fenotipo y perfil bioquímico. La morfología celular 
de los aislados  analizados es coincidente con lo reportado por  Bernardet y 
Grimont, 1989; Bernardet y Kerouault, 1989; Holt et al., 1993, Toranzo y Barja 
1993; Lorenzen et al., 1997 que reportan una morfología bacteriana de tipo 
filamentoso, que microscópicamente forman agrupaciones similares a una red. 
Sin embargo a pesar de lo indicado por Bernardet y Grimont, 1989, Bernardet y 
Kerouault, 1989 y Lehmann et al., 1991 con respecto al movimiento de tipo 
deslizante en los aislados estudiados este no se demostró ni con la técnica de 
gota pendiente, ni con las pruebas bioquímicas MIO y SIM. Aunque se conoce que 
esta es una característica de suma importancia en la identificación de F. 
psycrophilum en los aislados mexicanos no está presente. 
La morfología colonial de los aislados  fue muy similar a aquella descrita por 
Bernardet y Grimont ,1989;  Bernardet y Kerouault, 1989; Lehmann et al., 1991; 
Toranzo y Barja,1993; Bustos et al., 1995; Lorenzen   1997 teniendo como 
promedio un diámetro entre 1-4mm, la mayoría de las colonias presentaron bordes 
enteros o regulares, siendo irregular o rugoso solo en aquellos cultivos que se 
descartaron como F. psychrophilum, y  en el medio de cultivo MAO y los medios 
enriquecidos con albumina de huevo y  leche.  
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La producción de pigmentos de tipo flexirrubina fue evidenciada en el 100% de los 
aislados confirmados por PCR  (8 aislados)  y aunque  ésta es una característica 
un tanto común, también lo es variable. Diversos autores han demostrado la 
producción de este pigmento por parte de cepas de F. psychrophilum (Lehmann et 
al., 1991; Toranzo y Barja, 1993; Rangdale , 1995; Schmidtke y Carson, 1995; 
Lumsden et al., 1996; Skarmeta, 1996; Lorenzen et al., 1997; sin embargo a 
diferencia de ellos, Cipriano et al., 1996 no detectaron flexirrubina en sus cepas. 
Lo que pudo haber pasado con nuestros primeros 5 aislados donde al igual que 
Lorenzen, 1994, achacamos la nula presencia de pigmentación de tipo flexirrubina 
a la edad de los cultivos, siendo importante utilizar para su detección cultivos 
jóvenes no mayores a 72 horas, y con no más de 2 pases a partir del cultivo 
primario ya que las poblaciones de más edad  generan reacciones débiles en 
ocasiones imperceptibles a simple vista.  
En cuanto a la absorción de rojo congo, test didácticamente usado en la 
identificación rápida de F. psycrophilum , encontramos total similitud con lo 
descrito  Bernardet y Grimont, 1989; Bernardet y Kerouault, 1989; Lorenzen et al., 
1991; Lorenzen et al., 1997; Autores que recalcan la importancia de dicha prueba  
ya que F. psychrophilum es incapaz de absorber rojo congo, condición que lo 
diferencia de F. columnare el cual si es capaz de absorberlo y manifestar una 
pigmentación que va de rojo a marrón en las colonias o células bacterianas que se 
ponen en contacto con dicho colorante. 
En lo referente a las técnicas moleculares, el protocolo propuesto por  Urdaci et 
al., 1998, nos sirvió para la discriminación efectiva de los aislados mexicanos, al  
usar primers específicos,   pudimos descartar 5 de los 13 aislados que 
morfológicamente eran similares a Flavobacterium psycrhophilum. Estudios 
muestran una gran diversidad genética entre diferentes lugares geográficos y se 
ha publicado evidencia de que existe una relación entre las diferentes cepas de F. 
psychrophilum y su hospedero (Madetoja et al., 2000; Apablaza et al. 2013. Soule 
et al., 2005; Izumi et al., 2003), al tener como hospedero de estudio únicamente a 
la trucha arcoíris (Onchorinchus mykiss) y muestras provenientes de una estrecha 
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zona geográfica, suponíamos que no existiría variabilidad genética significativa en 
los aislados estudiados, sin embargo el análisis del gen del 16S ARNr, nos 
confirma la presencia de los  2 alelos descritos en el trabajo de  Soule et al., 2005  
que no solo hacen referencia  a la distribución geográfica y de hospedero, sino 
también a la   virulencia de las cepas considerándose más virulentos los que  
presentaban  el alelo CSF 259– 93 (proveniente de  trucha), que los que presentan  
sólo el alelo ATCC 49418T (proveniente de salmón del Atlántico), dicha afirmación 
fue posible demostrar gracias a la utilización del protocolo simplificado basado en 
PCR simple de  Ramsrud et al., 2007. Además se comprobó  que existe una 
estrecha relación entre la degradación de la elastina y el genotipo, de esta manera 
son más virulentos los aislados que presentan la combinación elastinasa positiva y 
CSF 259–93 (linaje II) (Soule et al., 2005;  Valdebenito et al. 2009).  
Con la técnica de genotipificación de aislados de F. psychrophilum, propuesta por 
Izumi et al., 2003 la cual se  realiza a través de RFLP–PCR del gen de la girasa 
sub unidad B (gyrB), y que establece 4 genotipos  diferenciando entre aislados 
provenientes de salmónidos (genotipo B), y aislados provenientes Ayu 
(Plecoglossus altivelis, genotipo A) se determina que en  los aislados del presente 
estudio se mantiene dicha relación al encontrarse solo el genotipo B. En cuanto a 
los genotipos S y R específicos para F. psychrophilum, éstos se encuentran 
asociados al origen geográfico de los aislados, principalmente a EE.UU. y Europa,  
existe una homología del 87.5%  al encontrarse en su mayoría el genotipo R. 
Crump et al., 2001 mediante análisis de Western Blot de células tratadas con 
proteinasa K, encontraron que F. psychrophilum exhibe LPS que comprenden 
oligosacáridos de baja masa molecular y polímeros que contienen el antígeno-O 
de alta masa molecular.  En los aislados mexicanos se utilizaron dichos productos 
biológicos  con el fin de evidenciar características antigénicas  de  los cuales solo 
el aislado 134  reaccionó con un antisuero producido contra la cepa de referencia 
1947t, así como para los antisueros 1739, 1731, 1196, 1150 pertenecientes a 
cepas chilenas, (Valdebenito et al., 2009)  mientras que el 001 solo lo hizo para las 
cepas chilenas, dejando como evidencia que se necesita realizar los antisueros 
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propios a los aislados, dicho resultado se reforzó mediante aglutinación en placa. 
Concordando con  Toranzo y Barja, 1993, quienes  analizaron serológicamente, 
mediante esta técnica, cepas recuperadas durante un brote de flavobacteriosis 
visceral en España, indicando que estas tampoco reaccionaron con antisueros 
producidos contra la cepa tipo, afirmando que podrían pertenecer a un grupo 
antigénico diferente, como pudiera ser el caso de los aislados de este estudio. 
Dalsgaard, 1993 demostró que F. psychrophilum es activamente proteolítico y que 
esta naturaleza proteolítica juega un importante rol en la patogenicidad de las 
cepas. Bertolini et al., 1994 encontraron que F. psychrophilum produjo 2 proteasas 
bacterianas (114 y 152kDa), las que degradaban caseína y gelatina, y otras ocho 
proteasas (32 a 86kDa), que degradaban gelatina no así caseína. Aunque se 
manifestaron  algunas relaciones entre la composición de las proteasas y la 
virulencia de los aislados la correlación no siempre fue certera. Sin embargo en el 
caso de los aislados mexicanos podemos inferir que la capacidad de degradar 
tanto gelatina, como caseína, tiene inferencia inmediata en la capacidad de 
reproducir una infección con signología severa cuando se infecta a organismos 
sanos en  condiciones ambientales controladas, como lo manifestó el aislado 001 
de este estudio que fue capaz de mostrar el cuadro  típica de la enfermedad a 
partir de las 48 horas post infección. 
Cabe mencionar que existen innumerables estudios que confirman los hallazgos 
encontrados en este trabajo de investigación, sin embargo; a corto plazo es 
imprescindible aumentar el número de muestras  para determinar con mayor 
exactitud los diferentes grupos genéticos y serológicos presentes en el país, 
situación que podría ser a futuro para el desarrollo de vacunas contra la 
flavobacteriosis que aunque no solucionarían el problema serian de gran ayuda 
para prevenir la aparición del patógeno y reducir el impacto sanitario y económico 
que este causa.   
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9. CONCLUSIONES 
 
Los diferentes estudios realizados en el desarrollo de esta investigación, permiten 
concluir que: 
• En los   13 casos  sugestivos a RTFS  provenientes de granjas del Estado 
de México y Michoacán, las lesiones macroscópicas más comunes fueron  palidez 
branquial, palidez generalizada y esplenomegalia, siendo estas típicas de una 
infección septicémica como lo describe la literatura para el RTFS. 
• Los aislados bacterianos obtenidos en  medio de cultivo TYES  tienen una 
concordancia fenotípica  significativa con lo reportado a nivel mundial. Mientras 
que Bioquímicamente, son pocas las diferencias que pueden encontrarse con 
respecto a las cepas ya reportadas. 
 
• De acuerdo al análisis de PCR simple  se estableció que  solo 8 de los 13 
aislados fueron positivos a Flavobacterium psychrophilum. Los cuales  de acuerdo 
al estudio del gen de la girasa expresan el genotipo B y genotipo R en su mayoría,  
difiriendo solo el aislado 001 que tiene mayor similitud a la cepa tipo 1947T al 
expresar el genotipo S.  Con el estudio de los alelos 16S ARNr, se determinó que 
los aislados se encuentran incluidos dentro del linaje II representado por la cepa 
CFS259-93 y que demuestra que son altamente virulentos. 
 
• En el estudio serológico, realizado mediante Western Blot se obtuvieron 
resultados positivos como es el caso del aislado 001 el cual cruzo con los 4 sueros  
homólogos de cepas chilenas no siendo así para el suero de la cepa tipo a 
diferencia del aislado 134 que  se encontró positivo para los 5 sueros, 
evidenciando  la relación genética-serológica  que manifiesta con la cepa tipo 
1947T. Mediante aglutinación rápida en portaobjeto se obtuvo una relación del 
100% con los resultados de la primera prueba. 
 
• En el desafío experimental, los peces infectados con el aislado 001, 
manifestaron los típicos signos del RTFS, además de las lesiones características 
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de enfermedad siendo predominantes las ulceraciones en aletas dorsales y 
laterales, además del obscurecimiento de piel.  El grado de virulencia es alto al 
presentarse 100% de mortalidad a los 10 días post infección; la bacteria fue 
aislada de estos peces y fue confirmada como F. psycrophilum. 
 
• Por tanto se establece que el agente patológico encontrado en por lo menos 
8 de los 13 casos sugestivos a RTFS  de granjas de México, coinciden en un 
100% con lo establecido en la literatura para Flavobacterium psychrophilum. Sin 
embargo, debería considerarse la  inclusión de mayor numero de aislados para 
verificar la variabilidad genética-serológica presente en el país. 
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11. ANEXOS  
 
Anexo 1.  Protocolo de extracción de DNA. Wizard® Genomic DNA Purification Kit 
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Anexo 2. Cuantificación de ADN para el total de muestras Presuntivas a 
Flavobacterium psychrophilum. 
TAMAÑO DE LA MUESTRA MEDIDA: 2µl 
HADWARE:  Scan drop (analytikjena) 
SOFTWARE: WinAspect Scan drop. 
RESULTADOS:   
SE REALIZO UN AJUSTE  PARA DEJARLO EN 50 ng. 
 
 
Los valores en amarillo no se les realizo 
ajuste, mientras que los rojos se realizó 
nuevamente la cuantificación para verificar 
los resultados. 
 
 
 
 
 
 
   Sample Name Date / Time Result 260 nm 
Zero 
(320nm) 
F 001 16/08/2016 11:12 280.7793 6.0975 0.4819 
F 34 16/08/2016 11:12 790.6902 57.3583 41.5445 
F 42 16/08/2016 11:12 1026.7997 20.5434 0.0074 
F 51 16/08/2016 11:12 526.5433 14.393 3.8622 
F 63 16/08/2016 11:12 321.9621 6.6538 0.2146 
F 100 16/08/2016 11:12 51.3332 0.4695 -0.5572 
F 101 16/08/2016 11:12 47.1276 0.9657 0.0232 
F 122 16/08/2016 11:12 481.0297 9.475 -0.1456 
F 134 16/08/2016 11:12 427.0661 8.7242 0.1829 
F 148 16/08/2016 11:12 1050.5833 22.1956 1.1839 
F  174 16/08/2016 11:12 61.4297 1.3281 0.0995 
F 185 16/08/2016 11:12 78.752 2.2139 0.6389 
F 418  16/08/2016 11:12 644.7447 13.4088 0.5139 
   Sample Name 
Cantidad de 
DNA en µl Agua 
  F 001 8.90 41.10 
F 34 3.16 46.84 
F 42 2.43 47.57 
F 51 4.75 45.25 
F 63 7.76 42.24 
F 100 48.70 1.30 
F 101 53.05 -3.05 
F 122 5.20 44.80 
F 134 5.85 44.15 
F 148 2.38 47.62 
F  174 40.70 9.30 
F 185 31.75 18.25 
F 418  3.88 46.12 
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Anexo 3. Protocolo de Cuantificación de LPS: 
 
En una placa de 96 posillos se colocaron:  
 
 10µl de curva patrón comercial (LYPOPOLYSACCHARIDE, DE SALMONELLA 
ENTÉRICA SEROTYPE ENTERITIDIS . SIGMA-ALDRICH) 
 10µl de la muestra por duplicado. 
 A todos los posillos se les colocaron 200µl de DMB 
 
Utilizando un nanocuantificador (infinite m200 pro  de Tecan y el software i-control 
1.10 Nano Quant. Se programa para mover la placa en movimiento orbital durante 
25s con una amplitud de 6mm y  que mida la absorbancia 535mm. 
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